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Resistência a insecticidas em Anopheles gambiae s.l. na região de Luanda, Angola 
Arlete Dina Albano Troco 
 
Em Angola, a malária é a principal causa de morbilidade e de mortalidade 
infantil. O controlo de vectores com recurso aos insecticidas representa uma parte 
importante da estratégia actual para a prevenção da doença. Em Anopheles gambiae s.s., 
principal vector de malária em África, estão identificadas duas mutações pontuais no 
gene que codifica os canais de sódio das membranas das células do sistema nervoso, 
conferindo resistência knockdown (kdr) aos insecticidas piretróides e ao DDT. Também 
se encontra descrita para esta espécie uma mutação no gene acetilcolinesterase-1 (ace-
1), associada à resistência a carbamatos e organofosfatos. Este trabalho teve como 
principal objectivo avaliar o nível de resistência aos insecticidas em An. gambiae da 
província de Luanda, Angola e determinar a frequência destas mutações. 
Foram realizadas colheitas entomológicas em 2009 e 2010, através da prospeção 
de criadouros larvares. Os insectos capturados foram criados até a emergência do adulto 
e sujeitos a ensaios de susceptibilidade a insecticidas, através de testes da OMS. A 
identificação de espécies e formas moleculares do complexo An. gambiae, bem como a 
pesquisa de mutações no gene ace-1 foram feitas por PCR-RFLP. A pesquisa de 
mutações no gene kdr foi realizada por PIRA-PCR. Amostras selecionadas de 
mosquitos (incluindo uma amostra proveniente de uma colheita de adultos) foram ainda 
genotipadas para 11 loci microssatélites. 
Os níveis de resistência para a permetrina, DDT e -cialotrina foram elevados, 
com taxas de mortalidade inferiores a 70% em ambos os anos. Em contraste, as taxas de 
mortalidade foram sempre acima de 98% para bendiocarb e fenitrotião, indicadoras de 
susceptibilidade a estes insecticidas. Todas as amostras processadas foram identificadas 
como An. gambiae s.s., forma molecular M e não se observou a mutação no gene ace-1 
associada à resistência. Em ambos os anos, foi detectada apenas a mutação L1014F no 
locus kdr e a frequência do alelo mutante (TTT) foi bastante elevada. Em 2009, 
observou-se uma associação entre genótipos homozigóticos para o alelo 1014F e o 
fenótipo resistente, para os insecticidas piretróides e para o DDT. 
O polimorfismo dos loci microssatélites analisados foi elevado, com a riqueza 
alélica a variar entre 5 (45C1) e 20 (H128) e a heterozigotia esperada entre 0,529 
(H577) e 0,862 (H249). A análise genética não revelou um grau de parentesco entre os 
indivíduos que constituíram as amostras estudadas. Este resultado sugere que os 
elevados níveis de resistência observados não foram influenciados pelo método de 
colheita de mosquitos que, em certas condições, poderia contribuir para a amostragem 
de indivíduos aparentados. 
 







A study on Anopheles gambiae s.I insecticide resistance in the city of Luanda, 
Angola. 
Arlete Dina Albano Troco 
 
In Angola malaria is still one of the leading causes of child morbidity and 
mortality. Vector control depends mainly on insecticides which constitutes an important 
part of the national strategy to prevent and control malaria transmission. In Anopheles 
gambiae s.s., the main malaria vector in sub-saharan Africa, , two point mutations have 
been identified in the gene encoding the sodium channels in cells of the nervous system. 
These mutations confer a knockdown resistance (Kdr) to pyrethroids and DDT. A 
mutation in the acetylcholinesterase-1 gene (ace-1), associated with resistance to 
carbamate and organophosphate insecticides, was also described for this species. The 
aims of this study were to evaluate insecticide resistance levels in A. gambiae from 
Luanda, Angola and determine the frequency of these mutations. 
Larval sampling was carried out in breeding sites between in  2009 and 2010. 
Immature mosquitoes were allowed to reach the adult stage and subsequently used in 
WHO standardized insecticide susceptibility assays. A. gambiae species identification 
and mutation detection in the ace-1 gene was carried out by PCR-RFLP. Mutations in 
the kdr gene were identified by PIRA-PCR. In addition, selected mosquito samples 
(including a sample of wild caught adults) were genotyped for 11 microsatellites. 
The WHO insecticide susceptibility assays have shown high levels of resistance 
to permethrin, DDT and -cialothrin, with mortality rates below 70% in both years. In 
contrast, the rates of mortality were high for bendiocarb and fenitrothion, indicating 
susceptibility to these insecticides. All specimens were identified as A. gambiae s.s M-
form. The resistance-associated mutation at ace-1 was not detected. In both years, only 
the L1014F mutation was found at the kdr locus and the frequency of the mutant allele 
(TTT) was very high. In 2009, an association between homozygotic genotypes for the 
mutant allele and the resistant phenotype for pyrethroids and DDT was observed.  
Polymorphism at microsatellite loci was high, with allelic richness varying 
between 5 (45C1) and 20 (H128) and expected heterozygosity between 0,529 (H577) 
and 0,862 (H249). Genetic analysis did not reveal a degree of relatedness between the 
individuals that constituted the samples studied. Taken together, these results suggest 
that the high levels of resistance observed were not influenced by the sampling method 
used, which in certain conditions can contribute to the sampling of related individuals. 
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1.1. A malária: o problema 
A malária é uma doença parasitária que tem como agentes etiológicos 
protozoários do género Plasmodium, sendo endémica em 106 países (WHO, 2011). 
Durante a última década, a incidência e as taxas de mortalidade foram reduzidas em 
várias regiões do globo. De acordo com o relatório da Organização Mundial da Saúde 
(OMS) em 2010, foram notificados cerca de 216 milhões de casos de malária a nível 
mundial. Mais de 80% dos casos e 91% das mortes foram registadas no continente 
Africano (WHO, 2011). Não obstante, a malária permanece como sendo um dos 
maiores problemas de saúde pública, principalmente em regiões tropicais e subtropicais 
(Figura 1). 
Apesar de afectar todas as faixas etárias, as principais vítimas de malária são 
crianças com menos de cinco anos de idade e mulheres grávidas, isto devido a baixa 
imunidade apresentada nestas fases particulares da vida (Korenromp, 2005).  
 
 
Figura 1. Distribuição da malária a nível mundial (adaptado de www.virtual.unifesp.br, acedido a 20 de 
Junho de 2012). 
 
Até recentemente, o desenvolvimento urbano foi tido como um factor de 
redução do risco de transmissão da malária. No entanto, milhões de episódios clínicos 




epidemiologia da doença, (Trape et al., 1992; Keiser et al., 2004). Também o número 
de casos registados em alguns países europeus e nos Estados Unidos da América tem 
vindo a aumentar ao longo dos últimos anos, principalmente devido à imigração e ao 
aumento das viagens para zonas endémicas, particularmente em África (Legros & 
Danis, 1998; Sabatinelli et al., 2001). 
Com o desenvolvimento de resistências dos vectores aos insecticidas e dos 
parasitas aos fármacos anti-maláricos, torna-se urgente desenvolver novas estratégias 
para o controlo da doença. Para tal, é fundamental aprofundar os conhecimentos 
relacionados com a biologia, ecologia, genética dos parasitas e vectores da malária 
(Collins et al., 2000, Phillips, 2001; Tabachnick, 2003). 
 
1.1.1. Parasita da malária e ciclo de vida 
O genéro Plasmodium inclui cerca de 200 espécies que infectam uma grande 
variedade de hospedeiros, incluindo anfíbios, répteis, aves e mamíferos 
(Sermwittayawong et al., 2012). Actualmente, considera-se que a malária humana é 
causada por cinco espécies de Plasmodium: Plasmodium malariae (Laveran 1881), 
Plasmodium vivax (Grassi and Feletti 1890), Plasmodium falciparum (Welch 1897), 
Plasmodium ovale (Stephens 1922) e Plasmodium knowlesi (Sinton and Mulligan 
1933), (Gilles & Warrell, 1993). A espécie P. ovale encontra-se subdividida em duas 
formas distintas designadas por P. ovale curtisi e P. ovale wallikeri (Sutherland et al., 
2010). Estes parasitas apresentam diferenças na distribuição geográfica e no 
desenvolvimento da doença. O P. falciparum é a espécie responsável pelo maior 
número de infecções e óbitos. As espécies de Plasmodium que infectam humanos são 
transmitidas exclusivamente por mosquitos vectores do género Anopheles. O género 
Plasmodium apresenta a seguinte classificação sistemática (Ayala et al., 1998):                          
Reino - Protista 
Filo - Apicomplexa 
Classe - Hematozoa 
Ordem - Haemosporidae 
Família - Plasmodiidae 




O género Plasmodium, apresenta um ciclo de vida que se divide em duas fases 
distintas (Figura 2), uma sexuada, que ocorre no mosquito fêmea (hospedeiro 
definitivo), e outra assexuada, que ocorre no hospedeiro vertebrado (hospedeiro 
intermediário), (Knell, 1991). O esporozoíto é a forma infectante do parasita, 
encontrado nas glândulas salivares da fêmea do mosquito do género Anopheles. Quando 
inoculado na pele humana através da picada, inicia a fase assexuada, percorrendo o 
sistema circulatório periférico até atingir as células do parênquima do fígado 
(hepatócitos). Ali desenvolvem-se e dividem-se por mitoses sucessivas, dando origem 
aos esquizontes pré-eritrocitários. Esta fase é denominada de ciclo exo-eritrocitário e é 
assintomática. Em P. vivax e P. ovale alguns parasitas não chegam a desenvolver-se de 
imediato, permanecendo latentes no fígado durante meses ou anos (Garnham, 1985; 
Wallace & Geoffrey, 2002). Estas formas designam-se por hipnozoítos, que se poderão 
desenvolver mais tarde dando origem a recaídas (recidivas). 
 
Figura 2. Ciclo de Vida do Plamodium sp. (adaptado de www.cdc.gov, acedido a 18 de Abril de 2012) 
 
Os esquizontes pré-eritrocíticos maduros rompem-se e libertam milhares de 
merozoítos na corrente sanguínea, invadindo os eritrócitos e diferenciando-se em 




rompendo em seguida os eritrócitos, libertando novos merozoítos, alguns com 
capacidade para parasitar novos eritrócitos reiniciando deste modo o ciclo eritrocitário 
do parasita, que é a fase sintomática. Outros, ainda no interior dos eritrócitos, 
diferenciam-se em gametócitos, as formas sexuadas do parasita. 
Quando ingeridos por um mosquito numa refeição sanguínea, os gametócitos 
vão-se diferenciar em gâmetas no estômago do mosquito, iniciando o ciclo sexuado do 
parasita, designado por ciclo esporogónico. Dá-se então a fecundação que origina o 
zigoto e que se vai diferenciar em oocineto. O oocineto sofre meiose e penetra no tecido 
epitelial do estômago formando um oocisto que, por mitoses sucessivas, dá origem a 
milhares de esporozoítos. Estes rompem o oocisto e migram através da hemolinfa até 
penetrarem as glândulas salivares dos mosquitos. Serão então inoculados num 
hospedeiro vertebrado durante uma refeição sanguínea. Dependendo das espécies e da 
temperatura, o ciclo de vida do Plasmodium pode durar cerca de 8-10 dias no mosquito 
e 6-8 dias no hospedeiro vertebrado.  
 
1.2. O vector  
Os mosquitos do género Anopheles pertencem à Família Culicidae, uma das mais 
importantes da Ordem Diptera, e são caracterizados por apresentarem um aparelho 
bucal do tipo picador sugador alongado, constituído por vários estiletes protegidos por 
uma bainha comum. Esta morfologia permite a adopção de hábitos hematófagos, 
podendo alimentar-se de sangue de vários vertebrados entre os quais o Homem, 
conferindo-lhes assim uma grande importância médica. De acordo com a classificação 
de Richards & Davies (1977) a posição sistemática do género Anopheles é a seguinte: 
Reino - Animalia 
Filo - Arthropoda 
Classe - Insecta 
Subclasse - Pterigota 
Ordem - Díptera 
Subordem - Nematocera 
Família - Culicidae 
Subfamília - Anophelinae 




A subfamília Anophelinae inclui três géneros (Anopheles, Bironella e 
Chagasia), sendo o género Anopheles o único com importância médica, por 
transmitirem as espécies de Plasmodium spp. que infectam humanos, além de serem 
vectores de filarioses e de várias arboviroses (Service, 1980; Ruppert & Barnes, 1996). 
Existem cerca de 430 espécies conhecidas de mosquitos Anopheles, das quais cerca de 
70 são vectores de malária (Service & Townson 2002; Warrell & Gilles, 2002). 
 
1.2.1. Ciclo de vida do vector 
Durante o seu ciclo de vida, o mosquito passa por 4 fases: ovo, larva, pupa e 
adulto, e desenvolve-se em dois ambientes distintos: aquático e terrestre (Figura 3).  
 
Figura 3. Ciclo de Vida de um mosquito (Diptera: Culicidae) (adaptado de 
www.wumcd.org/mosquito/lifecycle.html, acedido a 19 de Maio de 2012). 
 
As fêmeas grávidas realizam a oviposição em meios aquáticos. Os locais de 
oviposição (criadouros larvares) variam de espécie para espécie. Os mais comuns 
incluem corpos de água naturais tais como margem de rios, lagoas, lagos, poças 
temporárias e pântanos; ou artificiais como tanques e canais de irrigação. Contudo, 
diferentes espécies de mosquitos tendem a fazer a postura em criadouros com 
propriedades físicas e químicas bastantes específicas (Laird, 1988; Mullen & Durden, 




água. São em forma de canoa com flutuadores laterais, impedindo deste modo a 
submersão, e apresentam frequentemente um padrão de ornamentação característico da 
espécie. Consoante as espécies, o estado de ovo em climas tropicais tem a duração de 2 
a 3 dias e, em condições de baixas temperaturas, 7 a 14 dias ou mais (Service, 2008). 
Dos ovos eclodem as larvas que passam, através de mudas, por quatro estados de 
desenvolvimento designados por L1, L2, L3 e L4. As larvas dos mosquitos distinguem-
se das de outros insectos aquáticos por serem ápodes e terem um tórax bulboso (mais 
largo que a cabeça), cabeça bem desenvolvida e um abdómen com 8 segmentos visíveis. 
Alimentam-se por filtração de partículas em suspensão na água (bactérias, protozoários, 
detritos orgânicos e outros microorganismos). Em regra, o período larvar tem a duração 
de 5 a 7 dias em países tropicais, mas algumas espécies necessitam de 7 a 14 dias. 
Porém, nas zonas temperadas, o mesmo pode durar várias semanas (Service, 1986).  
As larvas L4 diferenciam-se em pupas por metamorfose. As pupas não se 
alimentam mas são activas, passando a maior parte do tempo à superfície da água para 
respirar e têm forma característica, em vírgula. Nos trópicos esta fase dura 2 a 3 dias, já 
em regiões temperadas pode durar 9 a 12 dias. Nesta fase ocorrem alterações profundas 
dos tecidos (metamorfose) que resultam na emergência do adulto, iniciando-se assim a 
fase terrestre do ciclo de vida.  
Após a emergência, os adultos procuram abrigos perto do criadouro para 
repousar. Na maior parte dos casos, a cópula ocorre 24 a 48 horas após a emergência, 
geralmente em enxames de machos formados ao anoitecer. Em geral, as fêmeas 
acasalam apenas uma única vez, acumulando o esperma numa estrutura designada por 
espermateca. Após a cópula, as fêmeas procuram um hospedeiro vertebrado para 
realizar uma refeição sanguínea. Esta é necessária à maturação dos ovos que, uma vez 
concluída, leva a fêmea a procurar um local aquático adequado para realizar a 
oviposição (Faust et al., 1975). Por vezes, as fêmeas recém-eclodidas e 
nutricionalmente fracas podem realizar uma primeira refeição sanguínea antes do 
acasalamento, atingindo o estado de pré-grávida (Charlwood et al., 2003). O período 
que vai desde a digestão do sangue até à maturação dos ovos designa-se por ciclo 
gonotrófico e pode durar 2 a 5 dias. Os machos não se alimentam de sangue, apenas de 




A subfamília Anophelinae distingue-se da subfamília Culicinae pelas seguintes 
características morfológicas externas: as fêmeas apresentam os palpos tão longos como 
o probóscis; os palpos dos machos são alargados na extremidade, em forma de clava; o 
escutelo é arredondado; as asas são geralmente escuras com manchas claras e escuras; o 
5º segmento do tarsículo da pata posterior é maior ou igual ao 4º segmento; e não 
apresentam seda mediana na esterno-pleura. Distinguem-se ainda pela posição do corpo 
em repouso, pelo tipo e forma das posturas (ovos), pela morfologia das larvas e sua 
posição relativamente à superfície da água (Figura 4). 
 
Figura 4. Principais diferenças a nível dos ovos, larvas e posição de repouso dos adultos, entre mosquitos 
da subfamília Anophelinae (Esquerda) e Culicinae (direita) (adaptado de White, 2003). 
 
Estudos mostram que em condições climáticas favoráveis, a longevidade média 
de uma fêmea pode ir de 4 a 5 semanas, enquanto a longevidade do macho vai de 2 a 3 
semanas. A longevidade depende de características intrínsecas específicas e de factores 
extrínsecos tais como a temperatura, humidade e presença de inimigos naturais ou 
predadores. Algumas espécies podem hibernar ou entrar em estivação, escapando deste 
modo às condições adversas (Service, 1993a; Service, 1993b). 
 
1.2.2. Aspectos bioecológicos e comportamentais do vector 
Alguns factores relacionados com a bioecologia e o comportamento dos 




medida de transmissão de malária que se traduz no número de infecções secundárias 
que uma população de anofelíneos de uma determinada espécie, é capaz de produzir a 
partir de uma única pessoa infectada por dia. Para o cálculo da capacidade vectorial, 
consideram-se factores como a densidade do vector, a frequência de picada, a 
longevidade e a duração do ciclo esporogónico do parasita (Black & Moore, 1996; 
Constantini et al.,1999). 
A actividade de picada dos anofelíneos é essencialmente nocturna, com picos de 
actividade que variam consoante a espécie. Os hábitos de picada dos vectores são 
determinantes na epidemiologia da transmissão de uma determinada doença, tal como o 
local de repouso após a refeição sanguínea o é para possíveis medidas de controlo 
(Service, 1986). Uma espécie de mosquito diz-se antropofílica quando se alimenta 
preferencialmente de sangue humano e zoofílica quando se alimenta de sangue de 
outros animais (Snow & Gilles, 2002). No que diz ainda respeito ao hábito de picada, a 
endofagia designa uma tendência para que as picadas ocorram dentro de habitações 
humanas e a exofagia quando ocorrem fora das habitações. De igual modo, uma espécie 
designa-se endofílica ou exofágica quando repousa preferencialmente no interior ou no 
exterior das habitações humanas, após a refeição sanguínea e durante o ciclo 
gonotrófico (Calderon et al., 1995). 
 
1.3. O complexo Anopheles gambiae 
O complexo Anopheles gambiae compreende as principais espécies de vectores 
de malária na região Afrotropical. Fazem parte deste complexo 7 espécies gémeas: 
Anopheles gambiae sensu stricto (s.s.) Giles, 1902; Anopheles arabiensis Patton, 1905; 
Anopheles quadriannulatus Theobald, 1911; Anopheles melas Theobald, 1903; 
Anopheles merus Dönitz, 1902; Anopheles bwambae White, 1985 e Anopheles 
quadriannulatus espécie B (Hunt et al., 1998). Apesar de serem morfologicamente 
idênticas, estas espécies apresentam diferenças bio-ecológicas e comportamentais que 
influenciam o modo como transmitem a doença (Coluzzi, 1994; Coetzee et al., 2000; 
della Torre et al., 2002). A distribuição geográfica destas espécies é fundamental para a 
epidemiologia da malária e definição de estratégias de controlo da doença numa 




Neste complexo, as espécies An. gambiae s.s. e An. arabiensis, são as mais 
associadas ao Homem e com maior distribuição geográfica na região Afrotropical, 
ocorrendo em simpatria em extensas áreas da sua distribuição. Apesar de apresentarem 
diferenças a nível comportamental e de eficiência vectorial, são as espécies mais 
importantes do ponto de vista epidemiológico. As espécies An. merus e An. melas estão 
adaptadas a ambientes de água salobra. O An. melas é um importante vector da malária 
em muitas localidades ao longo da costa Oeste Africana, principalmente na época seca, 
quando a população de An. gambiae s.s. é menos abundante. O An. merus ocupa zonas 
costeiras da África Oriental e é considerado um vector secundário de malária (Gilies & 
deMeillon, 1968; Cuamba & Mendis, 2009). Anopheles bwambae é um vector 
localizado, ocorrendo na região da floresta Semliki do Uganda e adaptada a criadouros 
de águas termais (White, 1985). Finalmente, as espécies An. quadriannulatus A e B são 
zoofílicas e não são consideradas vectores de malária.  
Apesar de morfologicamente indistintas, os membros do complexo An. gambiae 
podem ser identificados com base em métodos citogenéticos (inversões paracêntricas no 
cromossoma X) e moleculares (polimorfismos específicos de espécies no DNA 
ribossómico) (Scott et al., 1993; Coluzzi et al., 2002).  
A espécie nominal do complexo, An. gambiae s.s., encontra-se ainda subdividida 
em duas formas moleculares, denominadas M e S (della Torre et al. 2001). Estas formas 
são consideradas unidades de um processo de especiação incipente e foram inicialmente 
identificadas com base em polimorfismos nos espaçadores intergénicos do DNA 
ribossomal (della Torre et al., 2002). A forma S é a única encontrada na África 
Ocidental e Oriental ao passo que a forma M ocorre apenas na África Ocidental, muitas 
vezes em simpatria com a forma S. No entanto, apesar de ambas as formas partilharem 
extensas áreas de simpatria na África Ocidental, a ocorrência de híbridos M/S é um 
evento raro (della Torre et al., 2005). Uma excepção é o extremo oeste da distribuição 
(Gambia e Guiné-Bissau), onde foram registadas elevadas frequências de híbridos 
(Caputo et al., 2008; Oliveira et al., 2008). O grau de diferenciação genética entre 
formas parece variar geograficamente, estando concentrado em regiões centroméricas 
de baixa recombinação, nos cromossomas X, 2 e 3, onde poderão ocorrer genes 
associados ao isolamento reprodutivo (Turner et al., 2005; White et al., 2010; Weetman 




Do ponto de vista fenotípico, as formas moleculares parecem apresentar 
diferenças bio-ecológicas (Lehmann & Diabaté, 2008). A forma M encontra-se melhor 
adaptada a criadouros larvares mais permanentes (e.g. arrozais) devido a uma 
capacidade de sobrevivência em condições de pressão por predadores. A forma S está 
melhor adaptada a criadouros temporários, mais efémeros e com pouca pressão de 
predadores. Estas diferenças explicam a ocupação de habitats mais áridos pela forma M, 
onde criadouros permanentes são mais abundantes (Kristan et al., 2003; della Torre et 
al., 2005). 
 
1.4. Controlo da malária  
De um modo geral, os programas nacionais de controlo de malária assentam em 
três pilares de actuação: O controlo do parasita, efectuado com base no tratamento de 
casos e na quimioprofilaxia de grupos-alvo (crianças até aos 5 anos de idade e mulheres 
grávidas) com fármacos antimaláricos; uma componente de educação comunitária, 
essencial para promover alterações nos hábitos das populações humanas que 
influenciam a eficácia dos métodos de controlo (e.g. uso correcto de mosquiteiros, a 
necessidade de completar os regimes terapêuticos); o controlo do vector. 
O principal objectivo de um programa de controlo de vectores é a diminuição do 
contacto homem-vector, com a consequente redução da transmissão do agente 
patogénico até ao limiar crítico abaixo do qual a doença provocada por esse agente 
patogénico deixa de ser um problema de saúde pública. O controlo efectivo de vectores 
não pode depender de um único método e é essencial dispor de alternativas adequadas à 
realidade local, que permitam sua execução de forma integrada e seletiva (Collins et al., 
2000). As medidas de controlo podem ser aplicadas tanto a formas imaturas (larvas e 
pupas) como a mosquitos adultos (Service, 2008). Várias estratégias foram concebidas e 
postas em prática com a finalidade de reduzir a população de mosquitos ou de prevenir 
o contacto humano-vector. Outras estratégias estão a ser investigadas como possíveis 
soluções para serem aplicadas nos programas de controlo (Ramirez et al., 2009). As 
diversas estratégias de controlo podem enquadrar-se em quatro tipos principais: 
biológico, químico, físico e genético. 
O controlo biológico consiste na redução da população de vectores por 




agentes patogénicos) e de produtos biológicos sintetizados pela própria espécie-alvo 
mas aplicados de forma a induzir alterações no seu desenvolvimento ou comportamento 
(Morena et al., 2002). Apesar dos resultados não serem imediatos, têm a vantagem de 
serem alternativas não-poluentes aos métodos químicos (Hemingway, 2005).  
Os métodos de controlo genético são mais direccionados às formas adultas 
(Service, 1986; Service, 2008). O principal objectivo é induzir alterações genéticas 
desvantajosas para a espécie-alvo ou para o agente patogénico durante o seu 
desenvolvimento no vector. Estas incluem a técnica de libertação de insectos estéreis 
(SIT– sterile insect technique), na qual machos esterilizados por processos químicos ou 
genéticos são libertados para acasalarem com fêmeas da população natural, causando a 
oviposição de ovos inférteis (Service, 1986; Pates & Curtis, 2005; Service, 2008).  
O controlo físico consiste em eliminar ou modificar potenciais criadouros 
larvares. Assim, tornam-se as condições do ambiente desfavorável ao desenvolvimento 
das fases do ciclo de vida dependentes da água (ovo, larva e pupa) através de estratégias 
tais como a drenagem de águas paradas, retificação das bacias dos cursos de água, ou a 
eliminação de recipientes e pneus abandonados (Service, 1986). 
 
1.4.1. Controlo químico 
Este tipo de controlo permanece a principal componente de programas de controlo da 
malária e consiste no uso de insecticidas de síntese química. Todos os insecticidas 
foram inicialmente desenvolvidos para fins agrícolas para o combate de pragas, tendo 
sido, posteriormente, adaptado o seu uso em saúde pública nos diversos programas de 
controlo de vectores, (Hemingway et al., 2004). Neste contexto, o desenvolvimento de 
inseticidas de longo efeito residual foi um dos avanços mais importantes para a sua 
aplicação em saúde pública. O primeiro inseticida com efeito residual prolongado foi o 
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), um organoclorado desenvolvido durante a Segunda 
Guerra Mundial, que, quando aplicado no interior das habitações, permanecia activo 
contra os insectos por vários meses (Rozendaal, 1997). 
Segundo a OMS, quatro classes de insecticidas químicos asseguram os 
programas de controlo de vectores: organoclorados, organofosforados, carbamatos e 




Os organoclorados são classificados em quatro grupos: difenil-alifáticos, 
hexaclorociclohexanos, ciclodienos e policloroterpenos. O grupo dos difenil-alifáticos é 
o mais antigo e inclui o DDT. Estes compostos actuam nos canais de sódio do sistema 
nervoso destruindo o equilíbrio iónico dos axónios, impedindo deste modo a 
transmissão normal do impulso nervoso em insectos e mamíferos, causando a paralisia e 
morte do insecto (Hemingway et al., 2004). Embora os organoclorados tenham sido 
amplamente usados em programas de controlo de malária nos anos 1950-1970, tiveram 
seu uso descontinuado devido à sua persistência no ambiente. No entanto, estas 
restrições foram recentemente levantadas pela OMS para o uso estrito no controlo de 
vectores em regiões de elevada endemicidade de malária (WHO, 2001; WHO, 2006). 
Os organofosforados, são amplamente utilizados em saúde pública por 
apresentarem vantagens sobre os organoclorados, tais como serem biodegradáveis e não 
se acumularem nos tecidos. Apresentam, porém, como principal desvantagem, a 
instabilidade química, o que torna obrigatória a renovação periódica da sua aplicação. 
Além disso, são mais tóxicos para os vertebrados que os organoclorados, mesmo em 
doses relativamente baixas. Os organofosforados actuam inibindo a Acetilcolinesterase 
(AChe), importante enzima do sistema nervoso.  
Os carbamatos são insecticidas derivados do ácido carbâmico e a sua 
comercialização teve início por volta dos anos 1960. Assim como os organofosforados, 
os carbamatos têm ação letal rápida sobre os insetos, efeito residual curto e também 
inibem a Acetilcolinesterase. Em contraste com os organofosforados, esta inibição é 
reversível, facto que permite uma recuperação rápida em casos de envenenamento 
acidental em mamíferos (Braga & Valle, 2007). 
Os piretróides sintéticos derivam de uma substância natural, o pirethrum, 
extraído de crisântemos (Chrysanthemum spp.). São biodegradáveis, não cumulativos e 
raramente provocam intoxicações agudas em aves e mamíferos. Esta classe de 
insecticidas pode ser subdividida em dois grupos: piretróides tipo I (e.g. permetrina), 
sem um grupo alfa-ciano; e piretróides tipo II (e.g. deltametrina) que apresentam um 
grupo alfa-ciano. Ambos apresentam um modo de acção similar ao DDT, actuando ao 
nível dos canais de sódio (Hemingway et al., 2004). Os insecticidas piretróides são 
actualmente os únicos químicos recomendados pela WHOPES (World Health 




toxicidade para mamíferos e rápida actuação contra os mosquitos (Pennetier et al., 
2007; Pennetier et al., 2009). Estudos sobre a acção de redes impregnadas com 
piretróides, demonstraram grandes benefícios destas na redução da morbilidade e 
mortalidade da malária. Estudos piloto mostraram uma redução global da mortalidade 
em menores de cinco anos de 17% em comunidades protegidas com mosquiteiros 
impregnados, em comparação com comunidades protegidas apenas com mosquiteiros 
não impregnados (OMS/UNICEF, 2003). 
 
1.5. Resistência a insecticidas 
A resistência aos insecticidas é definida pela OMS como a habilidade de uma 
população de insectos tolerar uma dose de inseticida que, em condições normais, 
causaria sua morte (Swaroop, 1968). 
Os inseticidas têm sido bastante usados na agricultura, agropecuária e na Saúde 
Pública. Como consequência, o uso intensivo destes químicos tem provocado o 
aparecimento de populações de insectos resistentes, causando deste modo graves 
obstáculos ao controlo de vectores. O número de espécies de insectos resistentes com 
importância em saúde pública aumentou consideravelmente de duas em 1946 para 198 
em 1990 (Soderlund & Knipple, 2003). A resistência aos insecticidas pode ser pensada 
como um processo de evolução acelerada de uma população que responde a uma intensa 
pressão selectiva, com a consequente sobrevivência dos indivíduos que possuem alelos 
que conferem resistência. É por isso também considerada uma característica hereditária, 
envolvendo alterações em um ou mais genes (Hemingway et al., 2004). 
Segundo Hemingway e colaboradores (2004), os mecanismos de resistência a 
insecticidas podem ser divididos em dois grupos: resistência metabólica, que consiste 
em alterações da actividade de proteínas enzimáticas de destoxificação (esterases, 
glutationa-S-transferases, citocromo P450 monoxigenases); e mecanismos local-alvo 
(target-site), que consistem em mutações que alteram a conformação do local onde 
actua o insecticida, impedindo a ligação do insecticida ao seu alvo. 
Muitos insecticidas podem ainda induzir alterações de comportamento nas 
populações de insectos. Este fenómeno, conhecido como resistência comportamental, 
está relacionado com a capacidade dos vectores evitarem o contacto com o insecticida. 




mosquitos que originalmente são endofílicos, mas que devido ao contacto continuado 
com o insecticida tornaram-se exofílicos (Georghiou, 1972). 
 
1.5.1. Resistência Knockdown 
Os canais de sódio são o local-alvo dos piretróides e de alguns organoclorados 
como o DDT. A ligação destes inseticidas mantém os canais de sódio na conformação 
aberta e, consequentemente, há uma propagação contínua do impulso nervoso, que 
resulta na morte do insecto por paralisia. Conhecido como mecanismo knockdown 
resistance (kdr), este tipo de resistência resulta de mutações pontuais no gene que 
codifica o canal de sódio, que alteram a sua afinidade ao insecticida (Soderlund, 1997; 
Soderlund & Knipple, 1999). Este tipo de resistência foi observado em várias espécies 
de insectos, tendo sido inicialmente descrito em Musca domestica (Soderlund & 
Knipple, 1999). 
No vector da malária An. gambiae s.s., foram descritas duas mutações pontuais 
associadas à resistência kdr; a primeira envolve uma mudança nucleotídica que resulta 
na substituição de um resíduo de leucina (TTA), presente no alelo selvagem, para uma 
fenilalanina (TTT) na posição aminoacídica 1014 do gene que codifica a subunidade 
transmembranar S6 do domínio II do canal de sódio (Figura 5). Esta mutação está 
bastante dispersa na África Ocidental (Chandre et al., 1999b; Fanello et al., 2003; 
Yawson et al., 2004). A segunda é uma substituição do resíduo leucina (TTA) por uma 
serina (TCA) na mesma posição aminoacídica e foi inicialmente encontrada na África 
Oriental (Ranson et al., 2000b). 
 
Figura 5. Representação esquemática dos quatro domínios do canal de sódio. A resistência kdr, em várias 
espécies de insectos, deve-se a uma mutação aminoacídica pontual na posição 1014 do sexto segmento 





As mutações kdr não são homogeneamente distribuídas entre as duas formas 
moleculares (M e S) de An. gambiae s.s. Ambas foram encontradas inicialmente na 
forma S, com a mutação L1014F a atingir elevadas frequências em populações da 
África ocidental e a mutação L1014S aparentemente restrita a populações da África 
Central (em co-ocorrência com L1014F) e África oriental (Weill et al., 2000; Etang et 
al., 2006; Pinto et al., 2006 Santolamazza et al., 2008). Em contraste, a frequência de 
mutações kdr na forma M parece ser bastante inferior, mesmo quando se estudaram 
populações desta forma em simpatria com populações da forma S que apresentam 
elevada frequência kdr, na África Ocidental (Santolamazza et al., 2008). Esta 
observação foi considerada uma das principais evidências de restrição ao fluxo genético 
entre as formas moleculares de An. gambiae s.s. (Weill et al., 2000; Santolamazza et al., 
2008; Etang et al., 2009). Na África Ocidental, um estudo revelou que a mutação 
L1014F terá sido introduzida na forma M por introgressão a partir da forma S (Weill et 
al., 2000), embora origens independentes desta mutação na forma M tenham sido 
também observadas nos Camarões (Etang et al., 2009). Estudos mais recentes parecem 
sugerir que as frequências kdr também estão a aumentar na forma M na África 
Ocidental. Também já foi detectada a mutação L1014S em An. arabiensis no Quénia 
(Stump et al., 2004; Kulkarni et al., 2006; Mathias et al., 2011). Estes resultados 
sugerem uma rápida dispersão das mutações kdr, possivelmente associada a pressões 
selectivas por acção dos insecticidas, quer de programas de controlo quer do uso na 
agricultura (Diabaté et al., 2002; Awolola et al., 2005). Há evidências de que o uso do 
DDT contra pragas na agricultura na década de 1960 e 1970 também poderá ter 
contribuído para a seleção da mutação kdr nestes vectores (Chandre et al., 1999b; Etang 
et al., 2003). 
A resistência kdr em An. gambiae s.l. tem-se tornado comum em diferentes 
regiões de África e pode representar uma ameaça para a implementação bem sucedida e 
sustentável de programas de controlo.  
 
1.5.2. Resistência ACE-1 
Este tipo de resistência está relacionado com uma redução da afinidade da 
enzima acetilcolinesterase (AChe) aos insecticidas carbamatos e organofosforados 




responsável pela degradação da acetilcolina, molécula neurotransmissora que, quando 
presente na fenda sináptica, promove a propagação do impulso nervoso. Os carbamatos 
e organofosfatos actuam inibindo a AChe e, em consequência, a acetilcolina permanece 
na fenda sináptica e o impulso não cessa, levando deste modo o insecto à morte (Braga 
& Valle, 2007).  
Foram identificados dois genes, ace-1 e ace-2, que codificam a enzima AChe em 
insectos, incluindo An. gambiae s.s. (Malcolm et al., 1998; Mori et al., 2001). A 
mutação G119S, resultante da substituição de uma glicina (GGC) por uma serina (AGC) 
na posição 119 do gene ace-1 tem sido descrita em vários organismos como associada à 
resistência a insecticidas organofosfatos e carbamatos em vários organismos, incluindo 
An. gambiae (Mutero et al., 1994; Weill et al., 2004; Djogbénou et al., 2007). O gene 
ace-2 parece não estar implicado na resistência aos insecticidas. Estudos demonstraram 
que o gene ace-1 tem sido responsável pela redução da afinidade da enzima AChe em 
duas espécies de mosquitos vectores, An. gambiae e Culex pipiens L., 1758. Elevados 
níveis de insensibilidade da enzima AChe têm sido descritos em Anopheles albimanus 
Wiedemann, 1820, An. gambiae e Culex pipiens (Ayad & Georghiou, 1975; Bourguet et 
al., 1996; N’Guessan et al., 2003; Weill et al., 2002). 
 
1.5.3. Determinação de resistências no terreno 
Dos vários métodos para determinar resistência a insecticidas no terreno, os 
ensaios padronizados da OMS (testes de tubos) e os ensaios de garrafa do CDC 
(Centers for Disease Control and Prevention) são os mais utilizados para testar 
mosquitos adultos (Brogdon & McAllister, 1998; WHO, 1998). De um modo geral, 
estes ensaios consistem em expor amostras de mosquitos a doses (concentração ou 
tempo de exposição) diagnósticas do insecticida, de modo a determinar taxas de 
mortalidade e avaliando o estado de susceptibilidade da população com base em valores 
de mortalidade de referência. Quando realizados com regularidade, estes testes 
permitem a detecção precoce das resistências. Contudo, não fornecem informação sobre 
o mecanismo de resistência envolvido, tal como acontece com os ensaios bioquímicos e 
com técnicas de biologia molecular.  
Comum a ambos os testes é a utilização de amostras de mosquitos com a mesma 




que influencia a sua susceptibilidade aos insecticidas (Lines & Nassor, 1991; Jones et 
al., 2012). Assim, é prática corrente realizar-se testes de susceptibilidade com amostras 
de mosquitos provenientes de colheitas de larvas, que são criadas em insectário até à 
fase de adulto, podendo-se assim controlar a idade dos mosquitos testados. 
Uma desvantagem nas colheitas larvares é que estas podem aumentar a 
probabilidade de se amostrarem indivíduos provenientes da postura de um número 
limitado de fêmeas (Goldberg & Waits, 2010). Um maior parentesco entre os indivíduos 
amostrados pode enviesar os resultados obtidos, quer para a determinação do nível de 
susceptibilidade, quer nas frequências genotípicas de genes associados às resistências. 
Uma forma de inferir o efeito da amostragem consiste na determinação do grau de 
parentesco entre os indivíduos amostrados. Embora a determinação precisa do grau de 
parentesco entre indivíduos implique informação de pedigree, existem alguns 
estimadores indirectos que se baseiam nas frequências alélicas de marcadores genéticos 
com elevado grau de polimorfismo, tais como microssatélites (Van de Casteele et al., 
2001; Lehmann et al., 2003; Jones et al., 2012). 
Os microssatélites, simple sequences repeats (SSR) ou short tandem repeats 
(STR) são sequências de DNA repetitivo compostos por pequenos motivos, geralmente 
de 1 a 6 pares de bases (pb). São considerados loci altamente polimórficos, 
codominantes e estão presentes no genoma da maioria dos organismos analisados até ao 
momento, ocorrendo frequentemente em regiões não codificantes do genoma. São 
considerados óptimos marcadores moleculares para estudos de estrutura genética 
populacional, identificação de parentesco, análises forenses e diagnóstico (Jarne & 
Lagoda, 1996; Goodman, 1998; Oosterhout et al., 2004).  
 
1.6. Malária em Angola  
A República de Angola encontra-se situada na costa ocidental da África Austral, entre 
os paralelos 4º e 18º de latitude sul. A norte, faz fronteira com a República Democrática 
do Congo e a República do Congo, a sul com a República da Namíbia, a leste com a 
República da Zâmbia e a oeste é banhada pelo Oceano atlântico. A sua extensão 
geográfica é de 1.246.700 km
2
 e a população foi estimada em cerca de 18 milhões 




O clima varia consoante a latitude, a altitude e a continentalidade, desde semi-
árido (sul) a tropical húmido (norte). A estação chuvosa vai de Setembro a Maio, sendo 
os restantes meses secos ou de baixa pluviosidade; a humidade relativa é geralmente 
alta no litoral (80% em média), apresentando variação no interior planáltico do país (75-
80%) na época das chuvas e 35 % no cacimbo (época fria ou seca). A temperatura 
média anual diminui de norte a sul, variando de 24 a 20ºC (INAMET, 2011). A maior 
parte do território é coberta de vegetação do tipo savana com ou sem matas. A restante é 
constituída por floresta densa e húmida (norte), ou estepe e deserto (sul). 
Em Angola, a malária constitui a maior causa de mortalidade e morbilidade, 
especialmente em crianças menores de 5 anos e mulheres grávidas. Em 2004, foram 
notificados 3,2 milhões de casos, dois terços dos quais ocorridos em crianças menores 
de 5 anos de idade e aproximadamente 38 mil mortes. Mais de 90% da população 
Angolana está em risco de contrair a malária. Esta doença contribui com 35% da 
mortalidade infantil, 25% da mortalidade materna, 60% dos internamentos hospitalares 
de crianças menores de 5 anos e 10% dos internamentos das mulheres grávidas. Um 
estudo sobre o impacto económico da malária em Angola realizado em 1995, estimou 
um custo global anual de 125 milhões de dólares. O custo médio unitário do episódio 
palúdico totalizou 34 dólares norte-americanos, dos quais 63,8% são suportados 
direitamente pela família, com particular incidência nas famílias pobres das áreas rurais, 
onde o custo directo corresponde a 100% do valor mensal individual de manutenção 
alimentar e familiar (Ministério da Saúde de Angola, 2007). 
A malária é endémica em todo território angolano, apresentando três níveis de 
endemicidade: hiperendémica, mesoendémica estável e mesoendémica instável (Figura 
6). Observa-se um aumento considerável da transmissão da malária durante a estação 
chuvosa, com picos entre os meses de Janeiro a Maio (Ministério da Saúde de Angola, 
2007). 
Estão identificados quatro parasitas causadores da malária no país, P. 
falciparum, P. malariae, P. vivax e P. ovale, sendo o P. falciparum o responsável pelo 





Figura 6. Mapa de Angola com diferentes extractos epidemiológicos da malária (Ministério da Saúde de 
Angola, 2007). 
 
Em Angola, o género Anopheles tem merecido uma especial atenção devido ao 
seu envolvimento na transmissão da malária. Actualmente, estão descritas 53 espécies 
de Anopheles no território, entre as quais se incluem os mais importantes vectores da 
malária em África. Assim, os principais vectores de malária no país são as espécies 
pertencentes ao complexo An. gambiae e ao complexo Anopheles funestus Giles, 1900. 
De salientar ainda a presença de outras espécies consideradas vectores secundários de 
malária tais como Anopheles coustani Laveran, 1900, Anopheles paludis Theobald, 
1900,  Anopheles nili Theobald, 1904,  Anopheles Ziemani Grunberg, 1902, e Anopheles 
pharoensis Theobald, 1910. O complexo An. gambiae encontra-se representado pelas 
espécies An. gambiae s.s., An. melas e An. arabiensis (Ribeiro & Ramos, 1995). 
Os resultados de alguns estudos realizados em Angola identificaram a presença 
das duas formas moleculares, M e S, de An. gambiae s.s. A forma M tem sido 
encontrada principalmente em localidades costeiras das províncias de Luanda, Benguela 
e Namibe, zonas de clima tropical seco, enquanto a forma S é encontrada com maior 
frequência em zonas costeiras do norte (Cabinda e Zaire) e localidades do interior, 
locais relativamente mais húmidos. Existem relatos da co-ocorrência das duas formas 
em áreas do interior (Cuamba et al., 2006; Calzetta et al., 2008). 
Existem poucos estudos sobre a resistência dos vectores aos insecticidas no País. 




insecticidas testados, com taxas de mortalidade que variaram entre os 94% e os 100%. 
A única excepção foi para o Anopheles listeri de Meillon 1931 na província de 
Benguela, que apresentou uma taxa de mortalidade inferior a 80% nos ensaios com 
DDT, o que sugere resistência a este insecticida. Relativamente às mutações kdr, há 
registos dos dois alelos associados à resistência a insecticidas piretróides e DDT (1014F 
e 1014S) nas províncias de Cabinda e Luanda. No enclave de Cabinda, as duas 
mutações kdr foram encontradas com elevada frequência, já em Luanda foi encontrado 
apenas o alelo 1014F e em frequências muito reduzidas (Carrara et al., 2002; Cardoso, 
2007; Santolamazza et al., 2008).  
 
1.7. Objectivos do estudo 
O presente trabalho teve como objectivos: 
1) Avaliar os níveis de resistência a insecticidas piretróides, organoclorados, 
carbamatos e organofosfatos em populações naturais de An. gambiae s.l. na 
província de Luanda, Angola. 
2) Determinar mutações nos genes kdr e ace-1 em An. gambiae s.l. e correlacionar a 
sua frequência com os níveis de resistência observados. 
3) Determinar, por microssatélites, o grau de parentesco entre os indivíduos 
analisados, de modo a avaliar se houve influência do método de amostragem de 
mosquitos (colheita de imaturos) nos níveis de resistência e frequências de genes 
associados.








2.1. Caracterização da área de estudo  
Luanda é a capital de Angola. Localizada na costa do Oceano Atlântico, é também o 
principal centro económico do país. É a cidade mais populosa, com uma população de 
aproximadamente 4,5 milhões de habitantes, em 2010 (CIA-The World Factbook, 
2012). O clima é quente e húmido, com uma precipitação média anual de 23mm, 
temperatura de 25,9ºC e humidade relativa de 76%. (INAMET, 2011). As 
características ecológicas, climáticas, vectoriais e humanas permitem que a transmissão 
da malária na província se processe de uma forma mesoendémica estável (Ministério da 
Saúde de Angola, 2007). 
 
2.2.  Material biológico  
O material biológico utilizado neste trabalho foi obtido através de prospeções de 
criadouros larvares efectuadas nos municípios de Kilamba Kiaxi (8º56’S; 13º15’E) e 
Viana (8°54’S; 13° 22’E), na província de Luanda. As colheitas foram efectuadas em 
Abril/Maio de 2009 e em Fevereiro/Março de 2010 (Ver Figura A, em anexo). Para as 
colheitas de larvas foram usados caços, pipetas e garrafas plásticas para o seu transporte 
para uma sala do PNCM, com temperatura e humidade controladas (24ºC-28ºC e 60%-
80%). Aqui fez-se a separação das larvas e pupas de anofelíneos para tinas de criação. 
Durante o desenvolvimento larvar, as tinas foram regularmente preenchidas com água 
dos criadouros e alimentadas com uma mistura de farinha de peixe e bolacha-maria.  
Diariamente, colectavam-se as pupas, com auxílio de uma pipeta, que eram 
colocadas em copos descartáveis com água mineral e de seguida eram colocados em 
gaiolas (20X20cm) com rede de tule. Os adultos emergidos nas gaiolas eram 
alimentados com água açucarada (6-8%) embebida em algodão. O algodão humedecido 
com a água açucarada garantia ainda a manutenção da humidade nas gaiolas. Os adultos 
eram assim mantidos durante 3-5 dias, até à realização dos ensaios de susceptibilidade. 
 
2.3.  Testes de susceptibilidade dos vectores da malária 
A susceptibilidade aos insecticidas foi determinada através de testes de 




a susceptibilidade a 5 insecticidas às concentrações recomendadas pela OMS (WHO, 
1998): DDT 4%, -cialotrina 0.05%, fenitrotião 0.05%, bendiocarb 0.05% e permetrina 
0.75%. A Figura B (em anexo) ilustra o procedimento dos testes de susceptibilidade. 
Em cada um dos tubos de repouso, foi ajustado um pedaço de papel branco fixo 
com um clipe de aço e acoplaram-se as lâminas de passagem. Os mosquitos foram 
colhidos das gaiolas com um aspirador bucal do tipo OMS e cuidadosamente 
transferidos para os tubos de repouso, através do orifício da lâmina de passagem. Neste 
procedimento, seleccionaram-se mosquitos anofelíneos fêmea pela visualização das 
suas características morfológicas através do aspirador bucal. Foram colocados entre 20 
e 25 fêmeas em cada tubo de repouso. Nos tubos controlo, e quando o número de 
fêmeas foi insuficiente, utilizaram-se 20-25 machos. Os tubos de repouso foram 
colocados na vertical durante uma hora, após a qual foi registada a mortalidade pré-
teste.  
No interior de cada um dos tubos de exposição foi introduzida uma folha de 
papel impregnado com insecticida a testar, ajustado às paredes e fixo por clipes de 
cobre. Nos tubos de controlo, foi introduzida uma folha de papel com excipiente do 
insecticida. Os tubos de exposição foram então acoplados à lâmina de passagem e 
procedeu-se à transferência dos mosquitos dos tubos de repouso para os tubos de 
exposição, tendo-se anotado a mortalidade em cada tubo após a transferência. A 
exposição decorreu com os tubos na posição vertical durante uma hora, sob condições 
de temperatura e humidade relativa controladas (24ºC-28ºC e 55%-85%, 
respectivamente). Procedeu-se ao registo dos mosquitos caídos nos seguintes tempos de 
exposição: 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos. 
No fim do tempo de exposição, os mosquitos foram novamente transferidos para 
os tubos de repouso. Os tubos de repouso foram colocados em posição vertical e 
mantidos por 24 horas. Sobre a grelha, situada na parte superior do tubo, colocaram-se 
pedaços de algodão embebido numa solução açucarada para garantir o alimento dos 
mosquitos sobreviventes.  
Ao final de 24 horas pós-exposição, foram registadas as mortalidades em cada 
tubo (controlos e teste). Os tubos de repouso foram abertos dentro de uma gaiola. Os 
mosquitos vivos foram aspirados com auxílio de um aspirador eléctrico, mortos por 




sílica gel e algodão. Os mosquitos mortos foram contados e também transferidos 
individualmente para microtubos com sílica gel e algodão. Os microtubos, devidamente 
etiquetados, foram transportados e conservados à temperatura ambiente até à extracção 
de DNA. 
Para cada insecticida, tentou-se ensaiar um mínimo de 100 mosquitos fêmea em 
4-5 tubos de exposição, juntamente com 20-25 mosquitos controlo (machos ou fêmeas). 
A taxa de mortalidade para cada insecticida foi calculada a partir do somatório dos 
mosquitos expostos em cada tubo, de acordo com a recomendação da OMS (WHO, 
1998). Quando a mortalidade nos tubos controlo atinge valores entre 5 e 20%, a 
mortalidade registada nos tubos expostos ao insecticida é corrigida pela fórmula de 
Abbot (WHO, 1963): 
 
De acordo com a OMS (WHO, 1998), as taxas de mortalidade observadas nas 
exposições aos insecticidas dão uma indicação do estado de susceptibilidade da 
população em estudo, com base nos seguintes intervalos: taxa de mortalidade superior a 
97% é indicativo de susceptibilidade, taxas de mortalidade entre 80 e 97% sugerem 
possibilidade de resistência e taxas de mortalidade abaixo de 80% correspondem a 
resistência. 
 
2.4. Extracção de DNA  
A extracção de DNA genómico de mosquitos individuais foi realizada por um 
protocolo de fenol-clorofórmio adaptado de Donnelly et al., (1999). Em cada conjunto 
de 30 amostras extraídas, foi incluído um branco de extracção (i.e. tubo sem material 
biológico). Para a homogeneização, os mosquitos foram esmagados individualmente em 
microtubos de 1,5ml, com o auxílio de homogeneizadores de plástico, em 305μl de 
tampão de lise (Ver em anexo), seguindo-se uma incubação de 1h a 65ºC. De seguida, 
adicionou-se 305μl de fenol-clorofórmio-isoamil (25:24:1), pH 8.0 a cada amostra, 
misturou-se cuidadosamente no agitador horizontal durante 15 minutos, levou-se a 
centrifugar a 13000xg durante 12 minutos e transferiu-se a fase aquosa (fase superior) 
para um novo tubo. O mesmo procedimento repetiu-se, mas com a adição de 300 μl de 




Para a precipitação do DNA, foram adicionados 600μl de etanol absoluto e 60μl 
de acetato de amónio 10M e misturou-se no agitador horizontal durante 15minutos. A 
mistura foi incubada a -20ºC durante 30 minutos, sendo de seguida centrifugada a 
13000xg durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e os pellets de DNA foram 
lavados com a adição de 600μl de etanol 70%, seguida de agitação em vortex e 
centrifugação a 13000xg durante 10 minutos, findos os quais procedeu-se à remoção do 
sobrenadante e à secagem em estufa a 37ºC durante a noite. 
O DNA foi eluído em 100μl de tampão TE (Tris-HCl, pH 8.0 10mM, EDTA, pH 
8.0 1mM) e 100μl de água bi-destilada (ddH2O), sendo conservado a -20ºC. Foram 
preparadas alíquotas de trabalho de 30μl, em microtubos de 0,5ml, que foram 
conservadas a 4ºC durante as análises moleculares. 
 
2.4.1. Identificação molecular de espécies e formas moleculares de 
An. gambiae s.l. 
A identificação das espécies do complexo An. gambiae e formas moleculares M 
e S de An. gambiae s.s., foi realizada por PCR-RFLP, de acordo com os protocolos 
descritos por Scott et al. (1993) e Fanello et al. (2002). Esta técnica baseia-se em 
polimorfismos de tamanho de fragmentos de restrição (RFLP) localizados nos 
espaçadores intergénicos (IGS) do DNA ribossomal (rDNA), que são específicos das 
espécies do complexo. O fragmento amplificado contém ainda um polimorfismo, 
detectado pela enzima de restrição HhaI, que diferencia as formas moleculares M e S 














Figura 7. Fotografia de um gel de agarose (2%) contendo os produtos da reacção de PCR-RFLP para 
identificação das espécies e formas moleculares do complexo An. gambiae. 1 – marcador de peso 
molecular de 1kb; 2 – An. melas; 3 – An. quadriannulatus; 4 – An. arabiensis; 5 – An. gambiae s.s. forma 





Nas reações de PCR, foi utilizado um primer forward universal (UN), comum a 
todas as espécies e primers reverse, específicos para as espécies An. gambiae s.s., An. 
arabiensis e An. melas (Tabela 1). 
 
Tabela 1. Primers utilizados na amplificação da região IGS do rDNA. 
Primer Sequência (5’-3’) 
Primer universal (forward) – UN 5’ – GTG TGC CCC TTC CTC GAT GT – 3’ 
Primer An. gambiae (reverse) – GA 5’ – CTG GTT TGG TCG GCA CGT TT – 3’ 
Primer An. arabiensis (reverse) – AR 5’ – AAG TGT CCT TCT CCA TCC TA – 3’ 
Primer An. melas (reverse) – ML 5’ – TGA CCA ACC CAC TCC CTT GA – 3’ 
 
Cada grupo de reacções de amplificação incluiu controlos positivos para as 
formas moleculares M e S de An. gambiae s.s,  An. arabiensis, An. melas e um controlo 
negativo (i.e. sem DNA molde). A composição das misturas está apresentada na Tabela 
2. 
 
Tabela 2. Composição da mistura de reacção para amplificação da região IGS do rDNA 
de An. gambiae s.l. 
Reagentes Concentração Final 
Tampão 5X Green GoTaq® (Promega, USA) 1X 
MgCl2 (25mM) (Promega, USA) 2,5mM 
dNTPs (2mM) (Promega, USA) 0,2mM 
Primer UN 0,5ng/µl 
Primer GA 0,25ng/µl 
Primer AR 0,75ng/µl 
Primer ML 0,5ng/µl 
Go Taq® DNA Polimerase (Promega ,USA) 0,05U 
DNA template 1µl (diluição 1:10) 
ddH2O Até perfazer 10µl 
Volume Total 10µl 
 
As condições de amplificação decorreram num termociclador MyCycler
TM
 (Bio-
Rad, California, USA) e estão descritas na Tabela 3. Para conservação no 





Tabela 3. Condições de amplificação da região do rDNA de An. gambiae s.l. 




Annealing 50ºC 30seg 
Extensão 72ºC 30seg 
Extensão Final 72ºC 10min 
 
2.4.2. Restrição enzimática do produto amplificado  
A reacção de restrição com a enzima HhaI (Promega,USA) foi preparada em 
tubos de 0,2l, de acordo com as concentrações de reagentes descritos na Tabela 4. As 
misturas de reacção foram sujeitas a incubação a 37ºC durante 4 horas num 
termociclador MyCycler. Após a incubação, as amostras foram conservadas a -20ºC até 
à separação dos fragmentos por electroforese em gel de agarose. 
 
Tabela 4. Composição da mistura de reacção para a restrição do produto amplificado da 
região IGS do rDNA. 
Reagentes Concentração Final 
Tampão HhaI  10X (Promega, USA) 1X 
BSA, 10µg/µl (Promega, USA) 0,1mg/ml 
Enzima HhaI, 10U/µl (Promega, USA) 2U 
Produto Amplificado 10µl 
ddH2O Até perfazer 20µl 
Volume Total 20µl 
 
2.4.3. Preparação das amostras e condições de electroforese  
As amostras foram sujeitas a electroforese em gel de agarose a 2% feito em 
tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X (Ver em anexo), corado com 2% de brometo de 
etídio (10mg/ml). Foram colocados 5µl de marcador de peso molecular (100bp DNA 
ladder, Fermentas
TM
) num poço ao início de cada linha no gel. A electroforese decorreu 
durante 1h a 130V. O gel foi visualizado através de radiação ultravioleta (UV) e 





2.4.4. PCR para detecção da mutação G119S no gene ace-1 em An. 
gambiae s.s 
Para a detecção da mutação G119S no gene ace-1 em An. gambiae s.s., foi 
adoptado o protocolo de Weill et al. (2003). Procederam-se a ensaios de PCR-RFLP, 
onde é realizada a amplificação por PCR de um fragmento de 541pb situado no exão 3 
do gene ace-1, contendo o codão 119. O fragmento amplificado apresenta 
polimorfismos que são detectados pela enzima de restrição AluI, diferenciando os alelos 
resistentes e sensíveis. A composição da mistura de reacção está descrita na Tabela 5. 
 
Tabela 5. Composição das misturas de reacção de PCR para a detecção da mutação 
G119S no gene ace-1 em An. gambiae s.s. 
Reagentes Concentração Final 
Tampão 5X Green GoTaq® (Promega, USA) 1X 
MgCl2 (25mM) (Promega, USA) 1,5mM 
dNTPs (2mM) (Promega, USA) 0,2mM 
Primer ExAGdir 0,4µM 
Primer ExAGrev 0,4µM 
Go Taq® DNA Polimerase (Promega ,USA) 0,25U 
DNA template 1µl  
ddH2O Até perfazer 25µl 
Volume Total 25µl 
 
Os programas de ciclos para detecção da mutação G119S foram: um passo 
inicial de desnaturação a 94ºC durante 3 minutos seguido de 30 ciclos, cada um com 
uma desnaturação de 30 segundos a 94ºC, Annealing 30 segundos a 62ºC e extensão 30 
segundos a 72ºC. A extensão final foi feita a 72ºC durante 5 minutos. Para conservação 
no termociclador, o programa de ciclos foi concluído a uma temperatura de 4ºC. 
 
2.4.5. Digestão enzimática 
A reacção de restrição enzimática para detectar a mutação G119S no gene ace-1 
foi feita com auxílio da enzima Alu I (Fermentas
TM
) com base na mistura de reacção 





Tabela 6. Composição da mistura de reacção da digestão enzimática para a detecção da 
mutação G119S no gene ace-1 em An. gambiae s.s. 
Reagentes Concentração Final 
ddH2O --- 
Tampão Tango 10X c\ BSA (Fermentas
TM
) 1X 
Enzima Alu I 10U/µl (Fermentas
TM
) 2,5U 
Produto de PCR 5µl 
Volume Total 20µl 
 
2.4.6. Preparação das amostras e condições de electroforese 
Após a restrição enzimática, as amostras foram sujeitas a electroforese em gel de 
agarose a 2% feito em tampão TBE 1X, corado com 2% de brometo de etídio 
(10mg/ml). Foram colocados 5µl de marcador de peso molecular (100bp DNA ladder, 
Fermentas
TM
) num poço ao início de cada linha no gel. A electroforese decorreu durante 
1h a 130V. O gel foi visualizado através de radiação ultravioleta (UV) e fotografado 
num sistema de documentação fotográfica UVIDOC (UVITEC). Os resultados obtidos 
por esta técnica estão ilustrados na Figura 8. 
 
Figura 8. Fotografia de um gel de agarose a 2% para a detecção da mutação G119S na sequência ACE-1 
em An. gambiae s.s. P_LU10_113 a P_LU10128, são amostras de Luanda de 2010 testadas para 
Permetrina 0,75% Controlos positivos ACE-1; SS – Homozigótico sensível; RR – Homozigótico 
resistente; RS – Heterozigótico; NT – Controlo Negativo. 
 
 
2.4.7. Genotipagem para detecção de mutações kdr em An. gambiae 
s.s 
Foi utilizada a técnica de PIRA-PCR (Primer Introduced Restriction Analysis) 
de Janeira et al. (2008), para identificar as mutações L1014F e L1014S. Esta técnica 




de nucleótido único, geralmente situado na extremidade 3’ do primer, próximo da 
mutação de interesse (Ke et al., 2002). 
 
2.4.7.1.  Detecção da mutação L1014S (TTA-TCA) 
A composição da mistura de reacção para a detecção deste polimorfismo 
encontra-se na Tabela 7. Em cada ensaio, foram utilizados 3 controlos positivos (i.e. 
amostras homozigóticas e heterozigóticas para os alelos alternativos) e um controlo 
negativo (sem DNA molde). 
 
Tabela 7. Composição da mistura de reacção de PCR para detecção da mutação kdr 
L1014S. 
Reagentes Concentração Final 
ddH2O - 
Tampão 5X Green GoTaq® (Promega, USA) 1X 
MgCl2 (25mM) (Promega, USA) 2,5mM 
dNTPs (2mM) (Promega, USA) 0,2mM 
Primer TCA-F 0,25µM 
Primer TCA-R 0,25µM 
Go Taq® DNA Polimerase (Promega ,USA) 0,05U 
DNA template 1µl  
BSA, 10µg/µl 0,1mg/ml 
Volume Total 20µl 
 
O programa de ciclos está descrito na Tabela 8, e foi realizado num 
termociclador My Cycler. A conservação no termociclador foi efectuada a 4ºC. 
 
Tabela 8. Programa de ciclos de PCR para a detecção da mutação kdr L1014S. 
 Temperatura Tempo 




Annealing 56ºC 30seg 
Extensão 72ºC 30seg 






2.4.7.2.  Reacção de restrição enzimática  
A reacção de restrição enzimática para detectar a mutação L1014S foi feita com 
a enzima BspCNI (NEB
®
, Inc.) com base em misturas de reacção descritas na Tabela 9. 
A digestão enzimática decorreu a 25ºC, durante a noite em tubos 0,2ml. 
 
Tabela 9. Composição das misturas de reacção, de restrição enzimática, para a detecção 
da mutação kdr L1014S. 
Reagentes Concentração final 
ddH2O - 
Tampão NEBuffer 4 – 10X (NEB®,Inc) 1X 
Factor SAM – 32 mM (NEB®,Inc) 0,32mM 
BSA(100X) – 10mg/ml (NEB®,Inc) 1X 
Enzima BspCNI – 2000U/ml (NEB®,Inc) 0,03U 
Produto PCR 5μl 
Volume total 20μl 
 
2.4.7.3.  Detecção da mutação L1014F (TTA-TTT) 
A composição da mistura de reacção para a detecção deste polimorfismo 
encontra-se descrito na Tabela 10. Em cada ensaio, foram utilizados 3 controlos 
positivos (i.e. amostras homozigóticas e heterozigóticas para os alelos alternativos) e 
um controlo negativo (sem DNA molde). 
 
Tabela 10. Composição das misturas de reacção de PCR para a detecção da mutação 
kdr L1014F. 
Reagentes Concentração Final 
ddH2O - 
Tampão 5X Green GoTaq® (Promega, USA) 1X 
MgCl2 (25mM) (Promega, USA) 2,5mM 
dNTPs (2mM) (Promega, USA) 0,2mM 
Primer TTT-F 0,33µM 
Primer TTT-R 0,33µM 
BSA, 10µg/µl 0,1mg/ml 
Go Taq® DNA Polimerase (Promega ,USA) 0,07U 
DNA template 1µl  





Os programas de ciclos de PCR para detecção da mutação kdr L1014F foram: 
um passo inicial de desnaturação a 94ºC durante 3 minutos seguido de 40 ciclos, cada 
um com uma desnaturação de 45s a 94ºC, Annealing 30s a 55ºC e extensão 30s a 72ºC. 
O elongamento foi feito a 72ºC durante 10 minutos e o produto amplificado foi 
conservado a 4ºC até visualização em gel de agarose a 2% com brometo de etídio 
incorporado (10mg/ml) em tampão TBE 1X. 
 
2.4.7.4.  Reacção de restrição enzimática  
A reacção de restrição enzimática, correu a uma temperatura de 37ºC, durante a 
noite em tubos 0,2ml; sendo a mistura de reacção composta por: 5μl de produto 
amplificado, tampão Ssp1– 1X (NEB®,Inc), Enzima Ssp1 – 0,05U/ml (NEB®,Inc) e 
ddH2O perfazendo um volume total de 20μl. 
 
2.4.7.5.  Preparação das amostras e condições de electroforese  
Para os dois ensaios de PIRA-PCR, os produtos de restrição foram separados em 
gel de agarose (3%) feito em tampão TBE 1X, corado com 2% de brometo de etídio 
(10mg/ml). Foram colocados 5µl de marcador de peso molecular (100bp DNA ladder, 
Fermentas
TM
) num poço ao início de cada linha no gel e foram aplicados 15μl de cada 
produto de restrição enzimática. A electroforese decorreu durante 1h a 130V. O gel foi 
visualizado através de radiação ultravioleta (UV) e fotografado num sistema de 
documentação fotográfica UVIDOC (UVITEC). 
A Figura 9 ilustra os resultados obtidos pelos ensaios de PIRA-PCR para 












Figura 9. Fotografia de um gel de agarose a 3% para detecção do alelo kdr em An. gambiae s.s. F_LU03 
a F_LU10, são amostras de Luanda de 2010 testadas para Fenitrotião. As amostras encontram-se 
dispostas duas-a-duas, sendo a primeira correspondente ao PIRA-PCR para detecção de L1014F (TTA-
TTT) e o seguinte para L1014S. (TTA-TCA) Controlos positivos; GK33 – TTA-TTT e GK53 – TTT-





2.5. Genotipagem de Microssatélites 
Neste estudo, foram genotipados um total de 11 microssatélites, localizados no 
cromossoma 3 de An. gambiae s.s. (Tabela 11). Nesta espécie, as inversões 
cromossómicas no cromossoma 3 são raras (Coluzzi et al., 1979). Assim, a utilização de 
marcadores moleculares localizados neste cromossoma evita o possível enviesamento 
associado ao efeito das inversões cromossómicas (Lanzaro et al., 1998). 
 
Tabela 11. Loci microssatélites de An. gambiae analisados. 




6-FAM-GGG GAC GGC TAG ATA AAG CG 







NED-ATG TTC CGC ACT TCC GAC AC 







HEX-GGT TGA TGC TGA AGA GTG GG 







HEX-TTC ATT TCC ACC GCA GCT GC 







             TTC AGC TTC AGG TTG GTC TC 







NED-GCA GAG ACA CTT TCC GAA AC 







HEX-CCC CTA TTA AAC CCT GGA CG 







NED-GCA AAA AAG CTT CTC CCC 







6-FAM-TGA TTT GCC AGT TCT GCC AG 







HEX-AAA AGT GGT GAC CGA GTG AC 







NED-TCC CCA GCT CAC CCT TCA AG 




Legenda: Repeat corresponde ao número de repetições GT existentes em cada locus, Primer: sequência 
dos primers para cada locus, com indicação da marcação fluorescente (6fam, NED ou HEX), Tm: 
temperatura de melting e TA: temperatura de annealing usada na reacção de PCR. As sequências dos 






2.5.1. Reacção de PCR 
A reacção de amplificação foi independente para cada locus. Em cada um dos 11 
loci analisados, um dos primers foi modificado com uma marcação fluorescente 
(6FAM, NED ou HEX). A composição das misturas de reacção apresenta-se na Tabela 
12. 
 
Tabela 12. Composição da mistura de reacção de amplificação dos loci microssatélites. 
Reagentes Concentração Final 
ddH2O - 
Tampão 5X Colorless GoTaq® (Promega, USA) 1X 
MgCl2 (25mM) (Promega, USA) 1,5mM 
dNTPs (2mM) (Promega, USA) 0,2mM 
Primer Forward  0,5µM 
Primer Reverse 0,5µM 
Go Taq® DNA Polimerase (Promega ,USA) 0,5U 
DNA template 1µl  
Volume Total 25µl 
 
As reacções de PCR foram realizadas em placas de 96 poços. Em cada placa, 
para além das amostras, foram incluídos 2 controlos positivos (amostras previamente 
genotipadas) e 1 controlo negativo (sem DNA molde). 
O programa de ciclos de PCR encontra-se descrito na Tabela 13, sendo que a 
temperatura de annealing variou entre loci, de acordo com o descrito na Tabela 11. O 
programa de ciclos foi concluído a uma temperatura de 4ºC para a conservação do 
produto amplificado. O produto amplificado foi posteriormente conservados a -20ºC até 
à análise de fragmentos. 
 
Tabela 13. Programa de ciclos de PCR dos loci microssatélites. 
 Temperatura Tempo 





Annealing 54-56ºC* 35seg 
Extensão 72ºC 35seg 
Extensão Final 72ºC 10min 





2.5.2. Visualização do produto de PCR  
Para controlar a presença de produto amplificado, 16 amostras de cada reacção 
de PCR foram sujeitas a electroforese em gel de agarose a 2% feito em tampão TBE 1X 
e corado com 2% de brometo de etídio (10mg/ml). Foram aplicados 10µl do produto 
amplificado e, no início de cada linha no gel, 5µl de marcador de peso molecular (100bp 
DNA ladder, Fermentas
TM
). A corrida electroforética foi feita a 120V durante 60 
minutos e o produto amplificado foi visualizado através de radiação UV e fotografado 
num sistema de documentação fotográfica UVIDOC (UVITEC). 
 
2.5.3.  Análise do tamanho de fragmentos 
O produto amplificado obtido para os 11 loci foi agrupado em conjuntos de 3 a 4 
loci, de acordo com o tamanho do fragmento e com a marcação fluorescente. As 
amostras para análise de fragmentos foram preparadas em microplacas de 96 poços, 
com 1μl de cada produto amplificado juntamente com 10μl de formamida Hi-Di (HDF, 
Applied Biosystems) e 0,5μl de marcador molecular interno GeneScan – ROX500 
(Applied Biosystems). As placas foram enviadas para uma empresa de biotecnologia 
(Yale DNA Analysis Facility) onde foram feitas análises de fragmentos em 
sequenciador automático (ABI3730xl, Applied Biosystems). 
A análise do tamanho dos fragmentos amplificados para cada microssatélite foi 
feita a partir dos electroferogramas (Figura 10) produzidos no sequenciador capilar, 
com o auxílio do Programa GeneMarker, versão 1.4 (SoftGenetics). 
 
Figura 10. Electroferograma de um indivíduo An. gambiae s.s. O pico único representa um genótipo 
homozigótica, enquanto que os picos duplos representam os heterozigóticos. Os valores que aparecem em 
baixo de cada pico representam o tamanho do fragmento em pares de bases e o eixo vertical corresponde 
à altura dos picos em unidades de fluorescência relativa (RFU). Os picos de fluorescência vermelha 





No electroferograma da Figura 10, o marcador interno ROX500 aparece a 
vermelho, enquanto os produtos amplificados são visíveis a amarelo para o marcador 
NED, a verde para o HEX e a azul para o 6-FAM.  
Os genótipos de cada locus e para cada indivíduo foram organizados em bases 
de dados, no programa Microsoft Excel
®
 (Microsoft), contendo os tamanhos dos alelos 
em pares de bases. 
 
2.5.4. Análise dos dados genéticos 
Comparações estatísticas com base em tabelas de contingência, envolvendo 
genótipos e fenótipos de resistência, foram efectuadas por testes de qui-quadrado ou 
testes exactos de Fisher, recorrendo a aplicações disponíveis on-line 
(http://www.quantpsy.org; http://in-silico.net) 
Para estimar os níveis de variação genética em cada amostra analisada, foram 
usados os seguintes parâmetros: 
Riqueza alélica – é o número médio de alelos por locus, ponderado pela 
dimensão da amostra mínima em estudo. 
Heterozigotia esperada ou diversidade genética – é a frequência de 
heterozigotos esperada numa população, com base nas frequências alélicas, assumindo 
as proporções de Hardy-Weinberg (H-W). 
Coeficiente de inbreeding ou de consanguinidade (FIS) – este parâmetro mede 
a redução da heterozigotia de um indivíduo devido ao acasalamento não-aleatório 
dentro de uma subpopulação.  
Estas estimativas foram obtidas recorrendo aos Programas GENEPOP v. 4.0 
(Rousset, 2008) e FSTAT versão 2.9.3.2 (Goudet, 1995). 
As frequências genotípicas observadas em cada locus foram testadas contra as 
expectativas do equilíbrio de H-W através de testes exactos disponíveis do software 
GENEPOP versão 4.0. (Rousset, 2008). Nestes testes, assumiu-se a hipótese nula H0 = 
união aleatória de gâmetas e a hipótese alternativa H1 = défice de genótipos 
heterozigóticos.  
Nos testes estatísticos, o valor nominal de significância (α=0,05) foi ajustado 





O princípio de H-W assume que numa população de tamanho elevado, 
constituída por indivíduos diplóides, com reprodução sexuada, onde ocorrem 
acasalamentos aleatórios, e não existem forças evolutivas, tais como mutações, selecção 
natural e migração, as frequências alélicas e genotípicas permanecem estáveis ao longo 
das gerações, considerando-se a população como estando em equilíbrio de H-W. No 
caso particular deste estudo, os testes de H-W permitiram avaliar a neutralidade dos loci 
analisados, uma condição importante para a aplicação de outras estatísticas 
populacionais. 
 
Os dados de microssatélites foram também utilizados para avaliar o grau de 
parentesco entre os indivíduos que constituíram as amostras estudadas. Para o efeito, 
duas abordagens foram implementadas: 
1. Estimativas de medidas de parentesco genético 
O Programa SPAGeDi versão 1.2 (Hardy and Vekemans, 2002) foi utilizado 
para calcular três medidas de parentesco entre pares de indivíduos numa dada amostra: 
a) Coeficiente de coancestralidade (F): é baseado na probabilidade de dois 
alelos amostrados de indivíduos diferentes serem idênticos-por-descendência. 
Neste estudo, utilizou-se o estimador baseado num coeficiente de correlação 
entre estados alélicos proposto por J. Nason e descrito em Loiselle et al. (1995). 
Este coeficiente é análogo ao FIS da estatística F (Hardy & Vekemans, 2002). 
Consoante o grau de parentesco, os valores médios esperados deste coeficiente 
são: 1º grau (e.g. pais-filhos, irmãos): 0,500; 2º grau (e.g. meio-irmão, avós-
netos): 0,250; 3º grau (e.g. primos direitos): 0,125 (Blouin, 2003). 
b) Coeficiente de parentesco (r): consiste na proporção de genes num 
indivíduo com alelos idênticos aos de um indivíduo de uma população de 
referência. Neste estudo calculou-se o estimador de Li et al. (1993) que 
geralmente apresenta maior precisão quando comparado com outros estimadores 
deste coeficiente (Hardy & Vekemans, 2002) 
c) Coeficiente de fraternidade (): definido para dois indivíduos diploides (i 
e j), é uma função da probabilidade de dois genes de i serem idênticos-por-
descendência aos mesmos dois genes de j. Assim, depende dos estados alélicos 




uma ligação genética dupla entre i e j. O estimador de Wang (2002) foi usado 
neste estudo. 
2. Análise de máxima verosimilhança 
O Programa ML-RELATE (Kalinowski et al., 2006) foi utilizado para estimar o 
grau de relacionamento entre pares de indivíduos de uma amostra. Este programa aplica 
uma estatística de máxima verosimilhança para classificar o relacionamento entre pares 
de indivíduos em quatro classes de pedigree: U (Unrelated) são indivíduos não 
relacionados, HS (Half-Sibs) meio-irmãos, FS (Full-Sibs) irmãos verdadeiros e PO 
(Parent-Offspring) pais e filhos (Kalinowski, 2008). 
 
 







Em 2009, foram prospectados um total de 79 criadouros, dos quais 17 (21,5%) 
foram positivos para larvas de anofelíneos. Em 2010, prospectaram-se um total de 111 
criadouros mas, apesar do maior número de criadouros, apenas 9 (8.1%) foram positivos 
para Anopheles. Em geral, os criadouros consistiram de corpos de água pouco 
profundos, expostos à luz solar, com alguma vegetação circundante e emergente e de 
natureza semi-permanente, originados a partir de fugas do sistema de abastecimento de 
água. 
 
3.1.  Testes de resistência a insecticidas 
Um total de 534 An. gambiae s.l. fêmea foram expostos aos insecticidas em 
2009. Em 2010, o número de mosquitos expostos foi 511. Os resultados dos ensaios de 
susceptibilidade aos insecticidas estão apresentados na Figura 11. 












Figura 11. Taxas de mortalidade nos ensaios de susceptibilidade a insecticidas realizados em 2009 e 
2010. Eixo do xx: percentagem de mortalidade; eixo dos yy: insecticida, ano de colheita e número de 
mosquitos testados (entre parêntesis). 
 
Os níveis de resistência para a permetrina, DDT e -cialotrina foram elevados, 
com taxas de mortalidade inferiores a 70% (mortalidade indicadora de resistência: 
<80%) em ambos os anos. Em contraste, as taxas de mortalidade foram sempre acima 
de 98% (98,2%-100,0%) para bendiocarb e fenitrotião indicando susceptibilidade a 




insecticida, com excepção do DDT, em que se observou uma diminuição significativa 
da mortalidade, de 41,6% a 16,0% (
2
=16.02, df.=1; P<0.001). De salientar ainda que a 
mortalidade nos grupos controlos foi sempre inferior a 5%, pelo que não houve 
necessidade de recorrer à correcção da mortalidade observada nos testes nem de 
eliminar testes. 
 
3.2.  Identificação de espécies e formas do complexo Anopheles 
gambiae s.l. 
Um total de 582 mosquitos foram analisados pela técnica de PCR-RFLP para a 
identificação simultânea de espécies e formas moleculares do complexo An. gambiae 
(Fanello et al., 2002). Destes, 291 mosquitos foram provenientes das colheitas e ensaios 
de 2009 e 291 mosquitos de 2010. A selecção dos indivíduos analisados incluiu o 
processamento de todos os indivíduos resistentes para cada insecticida, mais um número 
equivalente de indivíduos susceptíveis (Tabela 14). Todas as amostras processadas 
foram identificadas como An. gambiae s.s.  forma molecular M. 
 
Tabela 14. Número de mosquitos analisados molecularmente, por ano, insecticida e 
fenótipo de resistência. 
 2009 2010 
 Sensível Resistente Sensível Resistente 
Permetrina 39 74 48 55 
-cialotrina 38 41 43 39 
DDT 42 57 17 89 
Total 291 291 
 
3.2.1. Pesquisa de mutações no gene ACE-1 
A genotipagem do locus ace-1 (Weill et al., 2003) foi bem-sucedida para 580 
(99,7%) dos 582 An. gambiae s.s. forma M analisados. Nos dois anos (2009: N= 289 e 
2010: N= 291), observou-se que todos os indivíduos possuíam um genótipo 
homozigótico para o alelo selvagem (susceptível) (119G/119G ou GGC/GGC em 





3.2.2. Pesquisa de mutações no gene kdr  
Os resultados obtidos para a genotipagem do locus kdr por PIRA-PCR (Janeira 
et al., 2008) encontram-se apresentados na Tabela 15. 
 




N Alelos  Genótipos 
f(TTA) f(TTT)  TTA-TTA TTA-TTT TTT-TTT 
2009 291 0,150 0,850 Obs. 9 69 213 
Esp. 6,5 74,0 210,5 
2010 291 0,009 0,991 Obs.  5 286 
Esp. 0,02 4,96 286,02 
TTA: codão correspondente ao alelo selvagem (1014L); TTT: codão correspondente ao alelo mutante 
1014F. Obs.: número observado de genótipos homozigóticos e heterozigóticos. Esp.: número de 
genótipos esperado de acordo com as proporções de H-W. 
 
Em ambos os anos, foi detectada apenas a mutação L1014F no locus kdr. Na 
amostra de 2009, foram encontrados os três genótipos esperados para esta mutação, 
enquanto em 2010 não foram observados genótipos homozigóticos para o alelo 
selvagem (i.e. 1014L/1014L; TTA/TTA) associado à susceptibilidade a piretróides e 
DDT. A frequência do alelo mutante (1014F; TTT) foi bastante elevada, tendo 
aumentado significativamente (
2
=79,359, df.=1; P<0,001) de 85,0% em 2009 para uma 
situação de quase fixação em 2010 (99,1%). Nas duas amostras (2009 e 2010), não 
foram observados desvios significativos às frequências genotípicas esperadas pelo 
equilíbrio de H-W (2009: 
2
= 0,622; df.= 2; P=0,733; 2010: não-aplicável). 
Em 2009, observou-se uma associação entre genótipos homozigóticos para o 
alelo 1014F (i.e. 1014F/1014F; TTT/TTT) e o fenótipo resistente, para os insecticidas 
piretróides e para o DDT (Figura 12). A frequência do genótipo TTT/TTT foi 
significativamente superior no grupo de indivíduos com fenótipo resistente (Teste 
Exacto de Fisher (2-caudas): P<0,001 para permetrina e DDT, P=0,032 para -
cialotrina). Para os três insecticidas, a frequência deste genótipo foi superior a 94,9% no 




esta frequência não ultrapassou os 42,6%. Esta análise não foi repetida em 2010, devido 


















































Figura 12. Distribuição de alelos kdr em amostras resistentes e sensíveis para insecticidas piretróides e 
DDT em 2009. 
 
3.3. Análise de parentesco com base em microssatélites 
Um total de 204 mosquitos foram genotipados para 11 microssatélites. Destes, 
90 indivíduos foram provenientes das colheitas larvares de 2009 e 70 de 2010. Como 
termo de comparação, foi ainda analisada uma amostra de 44 An. gambiae s.s. forma M 
adultos fêmea, capturados em Luanda através de colheitas de mosquitos em repouso no 
interior das habitações, no ano de 2002. Os resultados relativos à diversidade genética 




elevado, com a riqueza alélica a variar entre 5 (45C1) e 20 (H128) e a heterozigotia 
esperada entre 0,529 (H577) e 0,862 (H249). 
Dos 33 testes exactos de H-W efectuados, apenas cinco foram significativos e 
concentrados nos loci H750 (2), H128 (2) e H119 (1) (Tabela 16). Os testes 
significativos estão associados a valores de FIS positivos e em regra elevados, sugerindo 
défice de heterozigóticos nestes loci. 
 
Tabela 16. Estimativas de diversidade genética para os 11 loci microssatélites de An. 
gambiae s.s. em Luanda. 
  H249 H119 H750 H93 H59 H758 H242 H577 45C1 H555 H128 Total 
2009 
(90) 
Rs 11 6 9 6 9 11 4 6 4 6 14 8 
He 0,870 0,680 0,841 0,707 0,774 0,850 0,714 0,511 0,727 0,648 0,833 0,668 
FIS 0,043 0,036 0,244 -0,022 0,154 0,046 -0,074 -0,109 0,007 -0,081 0,147 0,046 
2010 
(70) 
Rs 9 8 10 6 8 10 5 5 5 6 13 8 
He 0,839 0,680 0,836 0,655 0,784 0,845 0,719 0,574 0,739 0,551 0,832 0,732 
FIS 0,013 0,096 0,505 0,215 0,180 0,022 -0,172 -0,095 0,033 -0,062 0,107 0,087 
2002 
(44) 
Rs 8 6 10 7 8 11 6 6 4 4 14 8 
He 0,863 0,627 0,801 0,762 0,681 0,85 0,767 0,492 0,698 0,646 0,888 0,734 
FIS -0,132 -0,039 0,303 0,045 -0,123 -0,042 -0,061 0,168 -0,033 0,191 0,181 0,039 
Total 
Rs 14 9 11 8 11 14 7 8 5 6 20 10 
He 0,862 0,672 0,833 0,725 0,765 0,852 0,731 0,529 0,724 0,618 0,851 0,742 
FIS -0,001 0,047 0,349 0,100 0,118 0,022 -0,099 -0,047 0,007 -0,008 0,148 0,069 
Legenda: Rs: riqueza alélica, He: heterozigotia esperada; FIS: coeficiente de consanguinidade. 2009: 
amostra proveniente de colheita de larvas em 2009; 2010: amostra proveniente de colheita de larvas em 
2010; 2002: amostra proveniente de colheita de adultos em 2002. Em negrito: locus com teste exacto de 
H-W significativo (após correcção de Bonferroni, ver Métodos). 
 
Para a análise do parentesco entre indivíduos, foram estimados os coeficientes 
de coancestralidade (F), parentesco (r) e fraternidade (), para cada amostra analisada, 
bem como para subamostras definidas de acordo com o genótipo no locus kdr e fenótipo 
de resistência. Os resultados encontram-se descritos na Tabela 17. 
De um modo geral, os valores obtidos para os estimadores de parentesco não 
sugerem um grau de parentesco entre os indivíduos que constituem cada amostra. Os 
valores dos coeficientes F foram sempre inferiores a 0,250, o valor de referência para 
uma relação de 3º grau (e.g. primos direitos) (Blouin 2003). De igual modo, os valores 




não-relacionados. Os coeficientes de fraternidade foram também na maioria negativos, 
indicando uma ausência de associação entre alelos de dois loci diferentes nos pares de 
indivíduos de cada amostra.  
 
Tabela 17. Estimativas de coeficientes de parentesco em amostra de An. gambiae s.s. de 
Luanda. 
 Amostra N F r  
Amostras totais por ano de 
colheita 
2009 90 0,0463 -0,0108 -0,0194 
2010 70 0,0872 -0,0191 -0,0334 
2002 44 0,0402 -0,0068 -0,0109 
Genótipos kdr em 2009 
TTA-TTA 10 0,0158 0,0007 -0,0131 
TTA-TTT 30 0,0275 -0,0038 -0,0127 
TTT-TTT 50 0,0649 -0,0169 -0,0277 
Genótipos kdr em 2010 
TTA-TTT 5 -0,0903 0,0889 0,1321 
TTT-TTT 65 0,0835 -0,0177 -0,0335 
Fenótipos de resistência em 
2009 
Sensível 44 0,0442 -0,0132 -0,0209 
Resistente 46 0,0477 -0,0079 -0,0191 
Fenótipos de resistência em 
2010 
Sensível 31 0,0859 -0,0147 -0,0310 
Resistente 39 0,0861 -0,0180 -0,0351 
Legenda: N-tamanho da amostra; F-coeficiente de coancestralidade (Loiselle et al., 1995); r-coeficiente 
de parentesco (Li et al., 1993); -coeficiente de fraternidade (Wang, 2002). 
 
O reduzido grau de parentesco entre indivíduos foi confirmado pela análise de 
máxima-verosimilhança implementada pelo programa ML-RELATE (Kalinowski et al., 
2006). De acordo com a análise da Figura 13, a proporção de indivíduos não 
relacionados foi sempre bastante elevada (>85%) em todas as comparações. Em termos 
de grau de parentesco, foram identificadas relações de 1º grau em 10% da subamostra 
de indivíduos homozigóticos para o alelo kdr 1014F (TTT). Este grupo foi o que 
evidenciou uma maior proporção de indivíduos aparentados, com também 10% de 






Figura 13. Proporção de classes de pedigree determinadas pelo programa ML-RELATE para as amostras 
de An. gambiae s.s. de Luanda. U: não relacionado; OP: pais-filhos; HS: meio-irmão; FS: irmão. 









4.1.  Níveis de resistência aos insecticidas 
É cada vez maior o número de estudos que reportam o surgimento de 
resistências em mosquitos vectores, em várias partes do globo. Na África Ocidental, já 
se tem relatos de resistências de An. gambiae s.l. às 4 classes de insecticidas 
(carbamatos, organoclorados, organofosfatos e piretróides) usados nos programas de 
controlo vectorial (Chandre et al., 1999a; Kristan et al., 2003; Djogbénou et al., 2008). 
Assim, permanecendo a aplicação de insecticidas uma das estratégias de controlo 
vectorial mais usada, é fundamental a monitorização e avaliação regular da resistência 
aos insecticidas (Hemingway et al., 2004). Neste contexto, e sendo Angola um país 
endémico para a malária, têm sido efectuados alguns esforços para um maior 
conhecimento do actual problema da resistência aos insecticidas, desde o alcance da paz 
em 2002 (Cuamba et al., 2006, Cardoso 2007). De um modo geral estes estudos 
apontam para baixos níveis de resistência em An. gambiae s.s. e, com excepção do norte 
do país (Cabinda), também frequências baixas de mutações kdr (Santolamazza et al., 
2008). 
Neste estudo realizado na Província de Luanda, os resultados apontam para uma 
elevada sensibilidade de An. gambiae s.s. aos insecticidas fenitrotião e bendiocarb, com 
taxas de mortalidade acima dos 98%. No entanto, foi observada uma reduzida 
susceptibilidade nos 2 anos de estudo (2009 e 2010), aos insectidas DDT, permetrina e 
-cialotrina. Estes achados concordam com estudos realizados em alguns países 
Africanos, em que foram observados elevados níveis de sensibilidade a insecticidas 
carbamatos e organofosfatos, e uma sensibilidade reduzida aos insecticidas DDT e 
piretróides (Djègbè et al., 2011; Antonio-Nkondjio et al., 2011). 
As taxas de mortalidade obtidas para DDT e piretróides foram consistentemente 
abaixo dos 80%, que é um indicador de uma população resistente pelos critérios da 
OMS (WHO, 1998). Os insecticidas piretróides são actualmente os mais utilizados em 
Angola no controlo de vectores de malária. Os piretróides têm sido utilizados pelo 
PNCM em redes mosquiteiras impregnadas de longa duração (LLIN) com deltametrina, 
que têm uma distribuição nacional. Também têm sido realizadas pulverizações intra-
domiciliares com λ-cialotrina em algumas províncias (Cunene, Huambo, Huíla, 




Relativamente ao DDT, a sua utilização no país para o controlo da malária foi 
interrompida definitivamente em 1989, não havendo também registos sobre a sua 
utilização na agricultura desde 1985 (Cani P., PNCM, Ministério da Saúde; 
comunicação pessoal). No entanto, este foi o insecticida que obteve as mais baixas taxas 
de mortalidade. O elevado nível de resistência observado para o DDT neste estudo leva 
assim a supor que a selecção da resistência a este insecticida terá ocorrido ainda durante 
o período colonial, possivelmente associado a programas de erradicação da malária ou 
ao uso intensivo do mesmo no combate de pragas na agricultura (Akogbeto et al., 
2005). Em Angola, o DDT foi extensivamente utilizado no período colonial em todas as 
províncias no programa de erradicação de malária, com particular incidência nos anos 
de 1950-1960 (Cambournac et al., 1956).   
É importante também salientar que o surgimento de resistências aos insecticidas 
em mosquitos vectores nem sempre está associado à aplicação dos mesmos durante o 
controlo vectorial, podendo ser resultado do uso massivo de pesticidas na agricultura ou 
também de insecticidas domésticos (Diabaté et al., 2002; Braga & Valle, 2007; 
Morrison et al., 2008; Jones et al., 2012). Estudos recentes sobre a adaptação de An. 
gambiae em ambientes urbanos, têm sugerido que a poluição desempenha um papel 
importante na selecção de resistências aos insecticidas durante a fase do 
desenvolvimento larvar (Awolola et al., 2007; Djouaka et al., 2007; Antonio-Nkondjio 
et al., 2011). Assim, os elevados níveis de resistência aos insecticidas DDT e piretróides 
observados em Luanda podem ser resultado de uma combinação de factores, desde o 
uso histórico do DDT à elevada pressão selectiva imposta pela poluição urbana. 
 
4.2.  Identificação molecular do complexo Anopheles gambiae 
A identificação molecular das amostras colhidas nos dois anos de estudo em 
Luanda revelou a presença de uma única espécie e forma molecular do complexo An. 
gambiae, nomeadamente An. gambiae s.s. forma molecular M. Este resultado está de 
acordo com estudos anteriores realizados na região (Cuamba et al., 2006; Cardoso 
2007; Calzetta et al., 2008). Estes trabalhos apontam para uma presença exclusiva da 
forma M de An. gambiae s.s. na Província de Luanda, ocorrendo por vezes em simpatria 
com An. melas em áreas mais costeiras (e.g. Cacuaco) (Calzetta et al., 2008). Dos 




Luanda (Cuamba et al., 2006). A predominância da forma M numa região fortemente 
urbanizada como Luanda concorda com o que se conhece sobre a ecologia das formas 
moleculares de An. gambiae s.s. (della Torre et al., 2005; Lehmann & Diabaté, 2008). 
Esta forma é considerada como sendo mais adaptada a ambientes urbanos e com forte 
pressão humana, onde tende a explorar criadouros permanentes ou semi-permanentes, 
de natureza antropogénica. 
Os estudos anteriores sobre a distribuição de An. gambiae s.l. em Angola 
sugerem uma distribuição não uniforme das formas moleculares de An. gambiae s.s. A 
forma M parece dominar na província de Luanda e nas províncias mais ao sul e 
costeiras (Luanda, Bengela, Lobito e Namibe), enquanto que a forma S predomina no 
norte do país (Cabinda, Zaire) e interior norte/centro (Lunda Sul, Malange, kuanza 
Norte) (Cuamba et al., 2006; Cardoso 2007; Calzetta et al., 2008). No entanto, estes 
estudos podem ainda considerar-se preliminares devido ao número relativamente 
reduzido de locais amostrados e de indivíduos analisados, pelo que mais estudos serão 
necessários para se obter um mapa mais detalhado da distribuição dos membros do 
complexo An. gambiae em Angola. 
 
4.3.  Base genética da resistência 
A importância da subdivisão populacional em An. gambiae s.s. tem a sua maior 
expressão na distribuição de genes associados à resistência a insecticidas. A frequência 
de mutações associadas à resistência kdr é bastante elevada em populações da forma S 
na África ocidental. No entanto, estas mutações são menos frequentes em populações da 
forma M, mesmo quando as duas formas ocorrem em simpatria (Chandre et al., 1999b; 
Santolamazza et al., 2008). Estudos recentes demonstraram que as duas mutações kdr 
descritas em An. gambiae s.s. (L1014F e L1014S) terão tido múltiplas origens em cada 
forma molecular e que fenómenos de introgressão genética, embora raros, terão 
contribuído para a transferência dos alelos associados à resistência entre formas (Weill 
et al., 2000; Pinto et al., 2007; Etang et al., 2009). 
Neste estudo, foi detectada apenas uma das duas mutações kdr descritas em An. 
gambiae s.s., nomeadamente a mutação L1014F, em duas amostras temporais de An. 
gambiae s.s. forma M na província de Luanda. Embora a ocorrência deste alelo kdr na 




mutação L1014F foi já anteriormente observada no Benin, Burkina Faso, Camarões, 
Nigéria e Guiné Equatorial (Akogbeto & Yakoubou, 1999; Weill et al., 2000; Diabaté et 
al., 2002; Reimer et al., 2005; Etang et al., 2006; Djogbénou et al ., 2011; Oduola et al., 
2012). Estes estudos apontam não só para fenómenos de introgressão genética a partir 
da forma S mas também de casos de origem independente desta mutação em populações 
da forma M. Serão necessárias mais análises, nomeadamente baseadas na sequenciação 
de regiões genómicas adjacentes ao locus kdr, para se avaliar a origem da mutação 
L1014F nas populações de An. gambiae s.s. forma M de Luanda. 
A ocorrência de elevados níveis de resistência ao DDT e a insecticidas 
piretróides, que partilham o mesmo modo de acção (inibição dos canais de sódio do 
sistema nervoso), detectada através dos ensaios OMS, fazia supor a ocorrência de um 
mecanismo de resistência partilhado pelas duas classes de insecticidas. Esta hipótese foi 
comprovada pela detecção de uma elevada frequência da mutação L1014F nas amostras 
analisadas. As frequências do alelo 1014F registadas (2009: 85,0%; 2010: 99.1%) estão 
entre as mais elevadas das que já foram reportadas para a forma M, sendo apenas 
comparáveis com algumas populações do Burkina Faso e do Benim (Santolamazza et 
al., 2008; Djouaka et al., 2008; Dabiré et al., 2009). O papel da mutação kdr na 
resistência foi também reforçado pela correlação significativa detectada entre os 
genótipos homozigóticos recessivos para a mutação e os fenótipos de resistência para o 
DDT e os dois piretróides testados, na amostra de 2009. Assim, foi evidente uma 
associação entre as mutações kdr e a resistência aos insecticidas DDT e piretróides, tal 
como seria de esperar para uma característica recessiva, como já foi demonstrado em 
outros trabalhos (Martinez-Torres et al., 1998; Chandre et al., 2000b; Ranson et al., 
2000a). No entanto, nem sempre esta correlação foi encontrada em estudos de outras 
populações. Existem registos de populações de An. gambiae s.s. com elevados níveis de 
resistência a piretróides e DDT mas com frequências kdr muito baixas (Djouaka et al., 
2008). Estes trabalhos demonstram a ocorrência de outros mecanismos de resistência 
em An. gambiae s.s., entre os quais se destacam os mecanismos de resistência 
metabólica atribuídos à expressão alterada de enzimas do grupo das citocromo P450 
monooxigenases e das carboxilesterases. Deve-se notar ainda a ocorrência de 
mecanismos múltiplos de resistência em algumas populações de An. gambiae s.s., 




Koekemoer et al., 2011). Estes dados apontam para a importância de complementar os 
dados existentes para a população de Luanda, com análises de mecanismos de 
resistência metabólica. 
No que diz respeito às restantes classes de insecticidas, não foram encontradas 
evidências de resistência a carbamatos ou organofosfatos na população de An. gambiae 
s.s. de Luanda. As taxas de mortalidade para estes insecticidas foram acima de 98% e 
também não se detectaram mutações no locus ace-1, associado à resistência a 
insecticidas destas classes. Este resultado é de importância para os programas de 
controlo da malária, tendo em conta que estes insecticidas têm sido vistos como 
alternativas aos piretróides, como parte de uma estratégia de gestão das resistências 
(Djènontin et al., 2009; Akogbéto et al., 2010). No entanto, e apesar de menos 
estudadas, foram já descritas na África ocidental algumas populações com mutações 
ace-1 associadas à resistência a estes insecticidas (Dabiré et al., 2009; Djogbénou et al., 
2011). 
 
4.4.  Análise de parentesco  
A suspeita de uma influência do método de amostragem de imaturos, utilizado 
neste estudo, nas elevadas taxas de resistência e frequências kdr observadas, bem como 
no aumento observado na frequência da mutação L1014F e na resistência ao DDT entre 
2009 e 2010, não foi confirmada pelas análises de parentesco. As estimativas dos 
coeficientes de coancestralidade, parentesco e fraternidade obtidas para as amostras de 
cada ano e para subamostras definidas de acordo com o genótipo no locus kdr e fenótipo 
de resistência, foram na sua maioria negativos ou perto de zero, indicando uma ausência 
de associação genética entre pares de indivíduos. De igual modo, os valores obtidos 
para as amostras provenientes de larvas em 2009 e 2010 foram semelhantes às obtidas 
na amostra de mosquitos capturados na fase adulta em 2002.  
Também a análise de máxima verosimilhança implementada pelo programa ML-
RELATE revelou baixas proporções de indivíduos com até 2º grau de parentesco e 
comparáveis com a amostra de adultos. Assim, e apesar de se ter observado um ligeiro 
aumento do nível de parentesco entre indivíduos (e.g. índice de coancestralidade (F): 
2009 = 0,05, 2010 = 0,09; Tabela 17), este fenómeno não parece ser suficiente para 




entre amostras larvares e amostras adultas dos parâmetros de grau de parentesco e dos 
índices de diversidade genética, sugerem que ambos os métodos de colheita (i.e. 
imaturos e adultos) resultaram em amostras igualmente representativas da população de 
An. gambiae s.s. em estudo. Neste contexto, seria interessante avaliar a frequência de 
mutações kdr na amostra de adultos colhidos em 2002. Esta análise, poderá servir para 
avaliar a evolução destas mutações ao longo de um intervalo de tempo cerca de 7 anos, 









Este estudo proporcionou importantes informações no que concerne ao estado da 
susceptibilidade do vector An. gambiae s.s., na província de Luanda. Os níveis de 
resistência foram elevados para os insecticidas piretróides e DDT. Foi encontrada a 
mutação L1014F no locus kdr e com frequência bastante elevada do alelo mutante. Foi 
evidente uma associação entre as mutações kdr e a resistência aos insecticidas DDT e 
piretróides, tal como seria de esperar para uma característica recessiva (Martinez-Torres 
et al., 1998; Chandre et al., 2000; Ranson et al., 2000a). Por outro lado, não foram 
encontradas evidências de resistência a carbamatos ou organofosfatos, e também não foi 
detectada a mutação no gene ace-1 que confere resistência a estes insecticidas. Os 
resultados obtidos neste estudo poderão servir de base para seguir a evolução das 
resistências aos insecticidas na província de Luanda. Também deverão ser tidos em 
conta na avaliação do impacto das estratégias de controlo vectorial em curso, bem como 
apoiar o manejo do uso de insecticidas naquela região. Finalmente, estes resultados 
realçam ainda a necessidade de se implementarem estudos idênticos nas restantes 
provincías de Angola, que tiveram uma grande pressão de DDT até 1974, sendo que 
algumas continuam a ter campanhas regulares de pulverização intradomiciliar com 
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Figura A. Recolha de larvas e pupas de mosquitos. 
 
 
Figura B. Kit da OMS para testes de susceptibilidade de adultos a insecticidas. a: Peça em forma de 
guilhotina que se pode abrir ou fechar. b: Transferência de mosquitos para o tubo sem insecticida (tubo de 
repouso). c: Transferência de mosquitos para o tubo com insecticida (tubo de exposição). d: Período de 
exposição. e: Transferência de mosquitos para o tubo de repouso. f: período de repouso de 24 horas, após 










Composição dos reagentes: 
Tampão de lise para extração de DNA 
 [inicial] [final] 
Água MilliQ (estéril) - - 
Tris-HCl, pH 8.0 0.5M 100mM 
NaCl 0.5M 50mM 
EDTA, pH 8.0 0.5M 50mM 
Espermina 15mM 0.15mM 
Espermidina 50mM 0.5mM 
SDS 10% 0.03% 
Proteinase K 20mg/ml 0.01mg/ml 
 
Tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X: Ácido Bórico - 55.03 g/L (0.89 M); EDTA-
Na2.2H2O - 7.44 g/L (0.02 M); Tris - 107.81 g/L (0.89 M).  
 
